Preparation of ammodytoxin A mutants for ultrastructural localisation in mitochondria by Ivanušec, Adrijan
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ MOLEKULSKE IN FUNKCIONALNE BIOLOGIJE 
 
 
 
Adrijan IVANUŠEC 
 
 
 
PRIPRAVA MUTANT AMODITOKSINA A ZA 
ULTRASTRUKTURNO LOKALIZACIJO V 
MITOHONDRIJU 
 
 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
 
Ljubljana, 2017 
  
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ MOLEKULSKE IN FUNKCIONALNE BIOLOGIJE 
 
 
 
Adrijan IVANUŠEC 
 
 
PRIPRAVA MUTANT AMODITOKSINA A ZA 
ULTRASTRUKTURNO LOKALIZACIJO V MITOHONDRIJU 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
PREPARATION OF AMMODYTOXIN A MUTANTS FOR 
ULTRASTRUCTURAL LOCALISATION IN MITOCHONDRIA 
M. SC. THESIS 
Master Study Programmes 
 
 
 
Ljubljana, 2017 
  
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
II 
 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Molekulske 
in funkcionalne biologije na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani. Opravljeno je 
bilo na Odseku za molekularne in biomedicinske znanosti na Institutu "Jožef Stefan".  
Po sklepu komisije za študij 1. in 2. stopnje je bil za mentorja magistrskega dela 
imenovan prof. dr. Igor Križaj in za recenzenta prof. dr. Peter Maček. 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
Predsednica: doc. dr. Nada ŽNIDARŠIČ 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
Član:  prof. dr. Igor KRIŽAJ 
Institut "Jožef Stefan", Odsek za molekularne in biomedicinske znanosti 
Član:  prof. dr. Peter MAČEK 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
Datum zagovora:  
  
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
III 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2 
DK UDK 577:543.384(043.2) 
KG fosfolipaze, sPLA2, amoditoksin, β-nevrotoksičnost, proteinsko inženirstvo 
AV IVANUŠEC, Adrijan, dipl. biol. (UN) 
SA KRIŽAJ, Igor (mentor) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne 
biologije 
LI 2017 
IN PRIPRAVA MUTANT AMODITOKSINA A ZA ULTRASTRUKTURNO 
LOKALIZACIJO V MITOHONDRIJU 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij – 2. stopnja) 
OP X, 50 str., 8 pregl., 18 sl., 56 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Amoditoksin A (AtxA) je sekretorna fosfolipaza A2 (sPLA2) iz modrasovega 
strupa, ki ima močan presinaptično nevrotoksični ali β-nevrotoksični učinek. 
Delovanje AtxA na molekulskem nivoju še ni v celoti pojasnjeno. Učinki tega 
toksina, med drugimi, vključujejo tudi nabrekanje nevronskih mitohondrijev in 
porušenje njihove notranje strukture. Ob tem ostaja nejasno, na kakšen način je v 
molekulski mehanizem nevrotoksičnosti AtxA vpletena encimska aktivnost 
toksina in ali je le-ta potrebna za njegov vstop v mitohondrij. V magistrskem 
delu smo uspešno pripravili molekularno-biološka orodja za preučevanje vloge 
encimske aktivnosti AtxA v molekulskem mehanizmu nevrotoksičnosti. S 
pomočjo mestno-specifične mutageneze, izražanja v E. coli in in vitro 
renaturacije smo pripravili rekombinantne proteine, AtxA(dt) (AtxA(dt)), 
AtxA(D49S) in AtxA(D49S/N79C), jih temeljito okarakterizirali in potrdili, da 
imajo pravilno molekulsko maso in aminokislinsko zaporedje na N-koncu ter so 
pravilno zviti. Preverili smo jim tudi encimsko aktivnost in, v skladu s 
predvidevanji, ugotovili, da mutanta AtxA(D49S) in AtxA(D49S/N79C) nista 
bila encimsko aktivna, AtxA(dt) pa je imel fosfolipazno aktivnost. Prav tako 
smo potrdili predvidevanje, da mutaciji ne bosta bistveno vplivali na interakcijo 
rekombinantnih proteinov z Atx-vezavnim proteinom kalmodulinom (CaM).  
 
  
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
IV 
 
KEY WORD DOCUMENTATION 
 
DN Du2 
DC UDC 577:543.384(043.2) 
CX phospholipases, sPLA2, ammodytoxin, β-neurotoxicity, protein engineering 
AU IVANUŠEC, Adrijan, dipl. biol. (UN) 
AA KRIŽAJ, Igor (supervisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master study Programmes in 
Molecular and Functional Biology 
PY 2017 
TI PREPARATION OF AMMODYTOXIN A MUTANTS FOR 
ULTRASTRUCTURAL LOCALISATION IN MITOCHONDRIA 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO X, 50 p., 8 tab., 18 fig., 56 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Ammodytoxin A (AtxA) is a presynaptically neurotoxic (β-neurotoxic) secreted 
phospholipase A2 (sPLA2) from the venom of the nose-horned viper (Vipera 
ammodytes ammodytes). The molecular mechanism of action of β-neurotoxins is 
not yet fully understood. Effects of this toxin include swelling of mitochondria 
and loss of mitochondrial structural integrity. It remains unclear, however, what 
is the role of enzymatic activity of AtxA in the neurotoxic process and how 
AtxA translocates into the cell and mitochondria. To study these processes we 
prepared in this work several molecular-biological tools. Using the methods of 
site-directed mutagenesis, protein expression in E. coli and in vitro renaturation 
we have succesfully isolated three recombinant proteins: AtxA wild type, 
AtxA(D49S) and AtxA(D49S/N79C). We have demonstrated that their 
molecular masses, N-terminal amino acid sequences and enzymatic activity were 
exactly as expected. By the means of heterologous competition of 
125
I-AtxC 
binding to calmodulin (CaM) we have additionally confirmed that the 
recombinant proteins were correctly refolded and, that the mutations D49S and 
N79C did not significantly affect the interaction between recombinant proteins 
and Atx-binding protein CaM. 
  
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
V 
 
KAZALO VSEBINE 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA III 
KEY WORD DOCUMENTATION IV 
KAZALO VSEBINE V 
KAZALO PREGLEDNIC VII 
KAZALO SLIK VIII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI IX 
1 UVOD 1 
1.1 NAMEN DELA 1 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 2 
2 PREGLED OBJAV 3 
2.1 FOSFOLIPAZE A2 3 
2.2 SEKRETORNE PLA2 4 
2.2.1 Vezava na substrat in encimska aktivnost sekretornih 
fosfolipaz A2 Error! Bookmark not defined. 
2.2.2 Toksičnost sPLA2 6 
2.3 AMODITOKSINI IZ MODRASOVEGA STRUPA 6 
2.3.1 Nevrotoksični učinki β-nevrotoksinov 7 
2.3.1.1 Vloga encimske aktivnosti v procesu β-nevrotoksičnosti 8 
2.3.1.2 Vloga β-nevrotoksin-vezavnih proteinov pri β-nevrotoksičnosti 9 
2.3.1.3 Lokalizacija β-nevrotoksinov v celici pri procesu β-
nevrotoksičnosti 10 
2.3.2 Molekulski mehanizem delovanja β-nevrotoksinov 11 
3 MATERIAL IN METODE 13 
3.1 MATERIAL 13 
3.1.1 Kemikalije in drobna oprema 13 
3.1.2 Laboratorijska oprema 15 
3.1.3 Uporabljene raztopine in pufri 16 
3.1.4 Uporabljena gojišča 16 
3.1.5 Uporabljene kompetentne celice 17 
3.1.6 Uporabljen plazmid 18 
3.1.7 Uporabljeni začetni oligonukleotidi 18 
3.2 METODE 19 
3.2.1 Metode molekulskega kloniranja 19 
3.2.1.1 Transformacija kompetentnih celic E. coli 19 
3.2.1.2 Izolacija plazmidne DNA 19 
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
VI 
 
3.2.1.3 Mestno-specifična mutageneza 19 
3.2.2 Metode pridobivanja in čiščenja rekombinantnih proteinov 21 
3.2.2.1 Izražanje rekombinantih proteinov v majhnem obsegu 21 
3.2.2.2 Izražanje rekombinantih proteinov v velikem obsegu 21 
3.2.2.3 Izolacija inkluzijskih telesc 22 
3.2.2.4 S-sulfoniranje rekombinantnih proteinov 22 
3.2.2.5 Renaturacija rekombinantnih proteinov v majhnem obsegu 22 
3.2.2.6 Renaturacija rekombinantnih proteinov v velikem obsegu 23 
3.2.2.7 Ultrafiltracija 24 
3.2.2.8 Visokotlačna tekočinska kromatografija na obrnjenih fazah (RP-
HPLC) 24 
3.2.3 Analitske metode 26 
3.2.3.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-
PAGE) 26 
3.2.3.1.1 Detekcija proteinov v PA gelih 26 
3.2.3.1.1.1 Barvanje gelov s Coomassie Brilliant Blue 26 
3.2.3.1.1.2 Barvanje gelov s koloidnim srebrom 26 
3.2.3.1.2 Koncentriranje proteinov z obarjanjem 27 
3.2.3.2 Merjenje encimske aktivnosti sPLA2 27 
3.2.3.3 Določanje molekulskih mas rekombinantnih proteinov 28 
3.2.3.4 Določanje aminokislinskega zaporedja na N-koncu 28 
3.2.3.5 Afinitetno označevanje CaM z 125I-AtxC 28 
4 REZULTATI 29 
4.1 MESTNO-SPECIFIČNA MUTAGENEZA 29 
4.2 IZRAŽANJE REKOMBINANTNIH PROTEINOV IN IZOLACIJA 
INKLUZIJSKIH TELESC 30 
4.3 RENATURACIJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV 32 
4.4 ČIŠČENJE REKOMBINANTNIH PROTEINOV 35 
4.5 KARAKTERIZACIJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV 38 
4.5.1 Encimska aktivnost rekombinantnih proteinov 38 
4.5.2 Določanje aminokislinskega zaporedja rekombinantnih 
proteinov na N-koncu 38 
4.5.3 Določanje molekulskih mas rekombinantnih proteinov 38 
4.5.4 Izpodrivanje 125I-AtxC na CaM z rekombinantnimi AtxA 39 
5 RAZPRAVA 40 
6 SKLEPI  44 
7 POVZETEK 45 
8 VIRI  46 
  
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
VII 
 
KAZALO PREGLEDNIC 
 
Preglednica 1. Uporabljene kemikalije in drobna oprema. 13 
Preglednica 2. Uporabljena laboratorijska oprema. 15 
Preglednica 3. Uporabljene raztopine in pufri. 16 
Preglednica 4. Uporabljena gojišča. 16 
Preglednica 5. Postopki renaturacije rekombinatnega AtxA. 23 
Preglednica 6. Potek spiranja HPLC kolone C4. 25 
Preglednica 7. Potek spiranja HPLC kolone C3. 25 
Preglednica 8. Potek spiranja HPLC kolone C18. 25 
  
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
VIII 
 
KAZALO SLIK 
 
Slika 1. Delitev fosfolipaz glede na mesto delovanja na molekuli sn-3-
fosfoglicerida. 3 
Slika 2. Mehanizem encimskega delovanja sPLA2 5 
Slika 3. Tridimenzionalna struktura AtxA in AtxC 7 
Slika 4. Lokalizacija derivata AtxA(N79C)-nanogold v celicah NSC-34 11 
Slika 5. Predlagani mehanizem delovanja β-nevrotoksinov 12 
Slika 6. Načrtovanje začetnih oligonukleotidov za mutagenezo AtxA(D49S) 
na mestu 79. 29 
Slika 7. Nukleotidno in aminokislinsko zaporedje AtxA(D49S/N79C) v 
vektorju pJP4.1. 30 
Slika 8. Analiza bakterijskih lizatov z NaDS-PAGE po izražanju 
rekombinantnih proteinov v velikem obsegu. 31 
Slika 9. NaDS-PAGE po izolaciji inkluzijskih telesc rekombinantnih 
proteinov AtxA(dt) (A), AtxA(D49S) (B) in AtxA(D49S/N79C) 
(C). 32 
Slika 10. Primerjava fosfolipazne aktivnosti rekombinantnih AtxA(dt), 
renaturiranih po treh različnih postopkih. 33 
Slika 11. RP-HPLC analiza renaturacijskih mešanic AtxA(dt) po renaturaciji 
v majhnem obsegu. 34 
Slika 12. NaDS-PAGE frakcij po RP-HPLC analizi renaturacijskih mešanic 
AtxA(dt) po renaturaciji v majhnem obsegu. 34 
Slika 13. Čiščenje rekombinantnega proteina AtxA(D49S). 36 
Slika 14. Čiščenje rekombinantnega proteina AtxA(D49S/N79C). 36 
Slika 15. Čiščenje rekombinantnega proteina AtxA(dt). 37 
Slika 16. Čiščenje rekombinantnih proteinov z RP-HPLC na koloni C18. 37 
Slika 17. Fosfolipazna aktivnost očiščenih rekombinantnih proteinov. 38 
Slika 18. Izpodrivanje 125I-AtxC iz kompleksa s CaM z rekombinantnimi 
AtxA. 39 
 
  
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
IX 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
°C    stopinja Celzija 
% (m/v)   masni odstotek 
% (v/v)   volumski odstotek 
AcOH    ocetna kislina 
AK    aminokislina 
Amp    ampicilin 
APS    amonijev persulfat 
Atx    amoditoksin 
AtxA    amoditoksin A 
AtxA(dt)   rekombinantni AtxA divji tip 
AtxA(D49S)   enojni mutant amoditoksina A 
AtxA(D49S/N79C)  dvojni mutant amoditoksina A 
CaM    kalmodulin 
CCOX    citokrom c oksidaza 
cPLA2    citosolna fosfolipaza A2 
dH2O    destilirana voda 
DNA    deoksiribonukleinska kislina 
DSS    disukcinimidil suberat 
DTT    ditiotreitol 
EDTA    etilendiamino tetraacetat 
EtOH    etanol 
Gdn-HCl   gvanidinijev hidroklorid 
GSH    glutation v reducirani obliki 
GSSG    glutation v oksidirani obliki (glutation disulfid) 
HPLC    visokotlačna tekočinska kromatografija 
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
X 
 
IBS    stična vezavna površina 
iPLA2    od Ca
2+
 neodvisne fosfolipaze A2 
IPTG    izopropil β-D-tiogalaktozid 
kDa    kilodalton 
LB    Luria-Bertanijevo gojišče 
LBA    Luria-Bertanijevo gojišče z dodanim ampicilinom 
LPA    lizofosfatidna kislina 
MeOH    metanol 
min    minuta 
NaDS    natrijev dodecilsulfat 
NaDS-PAGE   poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
obr./min   obrati na minuto 
PA    poliakrilamid 
PAF    aktivacijski faktor za trombocite 
PBS    fiziološka raztopina v fosfatnem pufru 
pH    negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov 
PLA2    fosfolipaza A2 
pDNA    plazmidna DNA 
RP-HPLC   visokotlačna tekočinska kromatografija na obrnjenih fazah 
sPLA2    sekretorna fosfolipaza A2 
TEMED   N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 
TFA    trifluoroocetna kislina 
t. j. to je 
Tris tris(hidroksimetil)-aminometan (2-amino-2-hidroksimetil-
1,3-propandiol) 
Triton X-100   vrsta neionskega detergenta 
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
1 
 
1 UVOD 
 
Fosfolipaze tipa A2 (EC 3.1.1.4) (PLA2) so skupina fosfolipaz, ki katalizirajo hidrolizo 
estrske vezi v fosfolipidu na mestu sn-2, pri čemer nastaneta prosta maščobna kislina in 
lizofosfolipid. Najdemo jih tako v evkariontskih celicah živali in rastlin, kot tudi pri 
bakterijah in virusih. Glede na strukturo, lokalizacijo, mehanizem encimskega delovanja in 
evolucijske povezave jih delimo v več družin (Murakami in sod., 2011). Najobsežnejša 
družina so sekretorne fosfolipaze (sPLA2), ki so relativno majhni (14-18 kDa) zunajcelični 
encimi, ki vsebujejo 6-8 disulfidnih mostičkov, imajo aktivno mesto sestavljeno iz diade 
His-Asp in za encimsko delovanje nujno potrebujejo Ca
2+
 ione (Dennis in sod., 2011). 
sPLA2 imajo različne biološke vloge: tiste iz živalskih strupov delujejo kot toksini, tiste iz 
pankreasa delujejo kot prebavni encimi, tiste, ki jih najdemo v drugih sesalskih tkivih, pa 
so udeležene v številnih fizioloških in patofizioloških procesih (pregledno v Schaloske in 
Dennis, 2006). Amoditoksin A (AtxA) je sekretorna fosfolipaza A2 (sPLA2) iz 
modrasovega strupa, ki ima močan presinaptično nevrotoksični ali β-nevrotoksični učinek. 
Delovanje AtxA na molekulskem nivoju še ni v celoti pojasnjeno. Učinki tega toksina, 
med drugimi, vključujejo tudi nabrekanje nevronskih mitohondrijev in porušenje njihove 
notranje strukture (Logonder in sod., 2008). V nevronskih tkivih je bilo odkritih več 
vezavnih proteinov – receptorjev za AtxA, med temi je tudi mitohondrijski R25, ki je bil 
identificiran kot citokrom c oksidaza (CCOX) (Kovačič, 2009). Mitohondriji so torej ena 
od glavnih znotrajceličnih tarč AtxA.  
 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Cilj magistrskega dela je bil pridobiti tri rekombinantne proteine: AtxA divji tip, enojni 
mutant AtxA(D49S) in dvojni mutant AtxA(D49S/N79C) ter jih temeljito okarakterizirati 
in preveriti njihovo encimsko aktivnost. Slednja bi omogočila pripravo z nanodelcem zlata 
označenega derivata, molekularno-biološkega orodja za raziskavo lokalizacije AtxA v 
mitohondriju in preučevanje vloge encimske aktivnosti AtxA v molekulskem mehanizmu 
nevrotoksičnosti. 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Glede na poznan mehanizem encimskega delovanja sPLA2 predvidevamo, da bosta 
rekombinantna mutanta AtxA (D49S) in AtxA (D49S/N79C) encimsko neaktivna, 
rekombinantni protein AtxA divji tip pa encimsko aktiven. 
 
 Glede na objavljeni model kompleksa med AtxA in Atx-vezavnim proteinom 
kalmodulinom (CaM) pričakujemo tudi, da mutaciji v AtxA ne bosta bistveno vplivali 
na interakcijo s CaM. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 FOSFOLIPAZE A2 
 
Fosfolipaze so encimi, ki katalizirajo hidrolizo estrskih vezi v fosfolipidih. Glede na mesto 
cepitve v molekuli fosfolipida jih delimo na fosfolipaze tipa A1 (PLA1), A2 (PLA2), B 
(PLB), C (PLC) in D (PLD) (Slika 1). 
 
Slika 1. Delitev fosfolipaz glede na mesto delovanja na molekuli sn-3-fosfoglicerida. Molekula 
diacilglicerofosfolipida je zgrajena iz glicerola, ki je na mestih sn-1 in sn-2 zaestren z maščobnima kislinama 
(R1 in R2), na mestu sn-3 pa s fosfatom, na katerega je z estrsko vezjo vezana še polarna glava (serin, 
etanolamin, holin, glicerol ali inozitol) (Alk). S puščicami so označene vezi, ki jih cepijo različni tipi 
fosfolipaz. 
   
Fosfolipaze tipa A2 (EC 3.1.1.4) so skupina fosfolipaz, ki katalizirajo hidrolizo estrske vezi 
v fosfolipidu na mestu sn-2, pri čemer nastaneta prosta maščobna kislina in lizofosfolipid. 
Najdemo jih tako v evkariontskih celicah živali in rastlin, kot tudi pri bakterijah in virusih. 
Pri sesalcih so jih odkrili preko 30 različnih (Murakami in sod., 2011). PLA2 imajo 
različne biološke vloge, kot so presnova lipidov, homeostaza celičnih membran, obrambni 
mehanizmi, prenosi celičnih signalov, sinteza biološko aktivnih derivatov lizofosfolipidov 
in sinteza regulatornih molekul eikozanoidov. Eden od produktov hidrolize fosfolipidov je 
na primer arahidonska kislina (AA), ki lahko deluje kot sekundarni obveščevalec, hkrati pa 
je tudi prekurzor eikozanoidov, ki sodelujejo pri različnih vnetnih procesih in prenosih 
celičnih signalov (Kudo in Murakami, 2002). Produkti hidrolize pa so tudi lizofosfolipidi, 
ki so lahko prekurzorji lizofosfatidne kisline (LPA) in aktivacijskega faktorja za 
trombocite (ang. "Platelet Activating Factor", PAF). LPA ima vlogo pri preživetju, 
proliferaciji in migraciji celic, PAF pa pri vnetnih procesih (pregledno v Schaloske in 
Dennis, 2006). Glede na strukturo, lokalizacijo, mehanizem encimskega delovanja in 
evolucijske povezave delimo PLA2 v več družin (Murakami in sod., 2011). Najobsežnejša 
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družina so sekretorne fosfolipaze (sPLA2), ki so relativno majhni zunajcelični encimi, 
katerih encimsko delovanje je odvisno od Ca
2+
. Za citosolne PLA2 (cPLA2) je značilna 
domena C2 na N-koncu, ki ob prisotnosti Ca
2+
 omogoča vezavo na membrano. Od Ca2+-
neodvisne PLA2 (iPLA2) so znotrajcelični encimi, katerih encimsko delovanje ni odvisno 
od Ca
2+
. PAF-acetilhidrolaze so posebna družina PLA2, ki lahko hidrolizirajo PAF in 
oksidirane fosfolipide. Obstajata tudi dve lizosomski PLA2 in adipocitna PLA2. 
 
2.2 SEKRETORNE PLA2 
 
V družino sekretornih PLA2 (sPLA2) uvrščamo relativno majhne (14-18 kDa) zunajcelične 
encime, ki vsebujejo 6-8 disulfidnih mostičkov, imajo aktivno mesto sestavljeno iz diade 
His-Asp in za encimsko delovanje nujno potrebujejo Ca
2+
 (Dennis in sod., 2011). Delimo 
jih v 10 skupin z več podskupinami (Dennis in sod., 2011): I (A, B), II (A, B, C, D, E, F), 
III, V, IX, X, XI (A, B), XII (A, B), XII, XIV. sPLA2 vsebujejo na N-koncu signalni 
peptid, ki usmerja njihovo izločanje v zunajcelični prostor. Le-ta se odcepi pri prenosu 
sintetiziranih sPLA2 v lumen endoplazemskega retikuluma (ER), s čimer nastane aktivna 
oblika encima (Lambeau in Gelb, 2008). Za vse sPLA2 je značilna medfazna aktivacija 
(ang. "interfacial activation"), kar pomeni, da je njihova encimska aktivnost nizka pri 
monomerih in se močno poveča pri agregiranih substratih (veziklih, micelih, lipidnih 
dvoslojih). Do tega pride zaradi majhnih konformacijskih sprememb, ki so posledica 
vezave sPLA2 na membrano. Posledično je encimska aktivnost sPLA2 odvisna od 
fizikalnih lastnosti membrane, t. j. fluidnosti, ukrivljenosti, gostote pakiranja in naboja 
(Tatulian, 2001; Kini, 2003). sPLA2 imajo različne biološke vloge: tiste iz živalskih 
strupov delujejo kot toksini, tiste iz pankreasa delujejo kot prebavni encimi, tiste, ki jih 
najdemo v drugih sesalskih tkivih, pa so udeležene v številnih fizioloških in patofizioloških 
procesih (pregledno v Schaloske in Dennis, 2006). Nekateri od učinkov sPLA2 niso odvisni 
le od encimske aktivnosti, ampak tudi od vezave sPLA2 na tarčne molekule (Šribar in 
Križaj, 2011).  
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2.2.1 Vezava na substrat in encimska aktivnost sekretornih fosfolipaz A2 
 
sPLA2 se na membrano vežejo preko stične vezavne površine (ang. "Interfacial Binding 
Surface", IBS), ki je strukturno in funkcionalno ločena od aktivnega mesta. IBS je 
sestavljena iz skupine aminokislinskih ostankov, ki se nahajajo na površini encima in 
tvorijo obroč okoli hidrofobnega kanalčka, ki vodi do aktivnega mesta. Vezavo sPLA2 na 
membrano omogočajo predvsem hidrofobni in aromatski aminokislinski ostanki IBS-a, 
proces vezave pa je neodvisen od interakcije posameznega fosfolipida z aktivnim mestom 
(pregledno v Lambeau in Gelb, 2008). Struktura, razporeditev in lastnosti aminokislinskih 
ostankov v IBS-u vplivajo tudi na preferenco sPLA2 do različnih fosfolipidov. Večina 
sPLA2 iz skupine II in IB bolj učinkovito hidrolizira membrane, sestavljene iz negativno 
nabitih fosfolipidov, kot so fosfatidilserin in fosfatidilglicerol, medtem ko sPLA2 iz skupin 
V in X učinkovito hidrolizirajo tudi membrane, sestavljene iz nevtralnih fosfolipidov 
(pregledno v Birts in sod., 2010). 
Za encimsko aktivnost sPLA2 sta bila predpostavljena dva mehanizma. V mehanizmu po 
Verheiju in sod. (1980) cepitev estrske vezi omogoča katalitska triada, sestavljena iz 
His48, Asp99 (številčenje po Renetsederju in sod., 1985) in molekule vode. Pri tem ima 
ključno vlogo His48, ki povzroči deprotonacijo vode in s tem nastanek hidroksilnega 
nukleofila, ki nato "napade" ogljik estrske vezi na mestu sn-2. Nastane tetraedrični 
oksianionski intemediat, ki je nestabilen in s cepitvijo estrske vezi hitro razpade na 
maščobno kislino in lizofosfolipid (Slika 2A). Pomembno vlogo ima tudi Ca2+, ki tvori 
"oksianionsko luknjo" in s tem stabilizira tetraedrični indermediat. Vloga Asp99 pa je 
stabilizacija polarizacije His48. Pri alternativnem mehanizmu (Rogers in sod., 1996) je 
vključena dodatna molekula vode. V tem primeru je ena molekula vode koordinirana na 
Ca
2+
 ion in deluje kot nukleofil, njen proton pa se prenese na drugo molekulo vode, ki 
posledično odda svoj proton na His48 (Slika 2B). 
 
Slika 2. Mehanizem encimskega delovanja sPLA2  (Edwards in sod., 2002). (A) Mehanizem, ki so ga 
predlagali Verheij in sod. (1980). (B) Mehanizem, ki so ga predlagali Rogers in sod. (1996).  
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2.2.2 Toksičnost sPLA2 
 
Prvotna biološka vloga sPLA2 je bila verjetno homeostaza celičnih membran, kasneje v 
evoluciji pa so z izločanjem iz celic pridobile prebavno funkcijo, kot na primer sesalska 
pankreasna sPLA2. Z nadaljnjim razvojem so se pri nekaterih kačah iz prebavnih razvile 
strupne žleze, ki izločajo vrsto različnih toksičnih sPLA2 (Davidson in Dennis, 1990). 
Tako strupi kač lahko vsebujejo do 15 različnih sPLA2. Toksični učinki teh sPLA2 niso 
nujno odvisni od njihove encimske aktivnosti, kar je razvidno iz prisotnosti encimsko 
neaktivnih, a kljub temu toksičnih homologov sPLA2 v kačjih strupih. 
Kljub zelo podobni strukturi imajo kačje sPLA2 zelo različne farmakološke učinke: lahko 
so presinaptično nevrotoksične, postsinaptično nevrotoksične, miotoksične, kardiotoksične, 
hemoragične, povzročajo hipertenzijo, hemolizo, krče, vplivajo na strjevanje krvi ali 
lokalno poškodujejo tkiva (pregledno v Kini, 1997). Vzrok za tako veliko raznolikost 
farmakoloških učinkov je obstoj visokospecifičnih vezavnih mest za različne sPLA2 na 
površini različnih celic, ki so tarča delovanja teh toksinov (Kini in Evans, 1989). Kače so 
pred toksičnimi učinki lastnih sPLA2 zaščitene z inhibitorji, t. j. proteini iz treh skupin: 
multilektini tipa C, proteini z motivom treh prstov (ang. “three-finger”) in proteini, ki 
vsebujejo levcin-bogate ponovitve (pregledno v Lambeau in Lazdunski, 1999). 
 
2.3 AMODITOKSINI IZ MODRASOVEGA STRUPA 
 
Amoditoksini (Atx) so presinaptično nevrotoksične ali β-nevrotoksične sPLA2 iz strupa 
modrasa (Vipera ammodytes ammodytes) in sodijo v podskupino sPLA2-IIA (Gubenšek in 
sod., 1980).  Znani so trije, poimenovani amoditoksini A, B in C (AtxA, AtxB in AtxC). 
Njihova molekulska masa je približno 13,8 kDa, njihovo aminokislinsko zaporedje pa je 
dolgo 122 aminokislinskih ostankov. AtxB se od AtxA razlikuje v treh aminokislinskih 
ostankih, AtxC pa v dveh, kljub temu pa je razlika v toksičnosti velika. Najbolj toksičen je 
AtxA, saj je LD50 za miši ob intraperitonealnem (i.p.) vnosu AtxA 21 μg/kg, pri AtxC je 
17-krat, pri AtxB pa 28-krat večja (Thouin in sod., 1982).  
Iz modrasovega strupa sta bila izolirana tudi dva strukturna homologa Atx, imenovana 
amoditina I1 in I2 (AtnI1, AtnI2). ki kljub visoki fosfolipazni aktivnosti nista toksična 
(Križaj in sod., 1992). Amoditin L (AtnL) pa je encimsko neaktivni homolog, ki je 
miotoksičen (Pungerčar in sod., 1998). 
Saul in sod. (2010) so določili kristalno strukturo AtxA in AtxC. Strukturno so Atx tipične 
sPLA2-IIA, saj imajo 14 Cys ostankov, ki tvorijo 7 disulfidnih mostičkov, imajo ohranjeno 
Ca
2+
-vezavno zanko, aktivno mesto iz His-Asp diade in C-končni podaljšek (Slika 3).  
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Slika 3. Tridimenzionalna struktura AtxA in AtxC (Saul in sod. 2010). Aminokislinska ostanka, v katerih se 
AtxA in AtxC razlikujeta (na mestih 124 in 128) sta označena za AtxA z rdečo in za AtxC z zeleno barvo. 7 
disulfidnih mostičkov je označenih z rumeno barvo, diada aktivnega mesta His-Asp pa z modro. Označene so 
tudi α-vijačnice (1-4), β-krilo, N- in C-konec. 
Zastrupitev z amoditoksini povzroča motnje strjevanja krvi, otekline, uhajanje krvi v 
subkutana tkiva in lokalna vnetja limfnih vozlov. Nevrotoskični učinki, do katerih pride pri 
okoli 16 % vseh zastrupitev, vključujejo ptozo, oftalmoplegijo, disfagijo, disfonijo in 
živčno-mišično oslabelost (Radonić in sod., 1997; Lukšić in sod., 2006). 
 
2.3.1 Nevrotoksični učinki β-nevrotoksinov 
 
β-nevrotoksini, med katere uvrščamo tudi Atx, so navadno vbrizgani v periferne dele 
telesa. Ker ne prehajajo krvno-možganske pregrade, običajno nimajo učinka na centralni 
živčni sistem, pri neposrednem vbrizganju v možgane pa so zanj zelo toksični. Glavna 
tarča β-nevrotoksinov so holinergične sinapse motonevronov, v katerih imajo toksični 
učinek na presinaptično živčno celico. Delujejo tako, da preprečijo sproščanje acetilholina 
v sinapso in s tem preprečijo prenos informacije na mišično celico, kar v končni fazi 
privede do paralize mišic. Zato žrtev navadno umre kot posledica respiratorne paralize, 
medtem ko ostala tkiva ostanejo nepoškodovana (Connoly in sod., 1995; Prasarnpun in 
Lys/Glu128 
Phe/Ile124 
Ca
2+
-vezavna 
zanka 
α-vijačnica 2 
α-vijačnica 1 
β-krilo 
α-vijačnica 3 
α-vijačnica 4 
C-konec 
N-konec 
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sod., 2005). Za vse β-nevrotoksine je značilno podobno delovanje, ki ga lahko razdelimo v 
tri faze. V prvi fazi, t. j. takoj po izpostavitvi sinapse toksinu, pride do zmanjšanja 
sproščanja acetilholina v sinapso, kar traja nekaj minut.  V drugi fazi pride do povečanja 
sproščanja nevrotransmiterja, kar doseže svoj vrh pri 10-20 min po izpostavitvi toksinu. V 
tretji fazi pride do postopne ireverzibilne inhibicije sproščanja acetilholina, kar po 1-2 ur 
privede do popolne inhibicije prenosa informacije na mišično celico (pregledno v Šribar in 
sod., 2014).  
Elektrofiziološki poskusi so privedli do več pomembnih ugotovitev: sinaptični vezikli (SV) 
se pri delovanju β-nevrotoksinov ne zlivajo s plazmalemo, delovanje β-nevrotoksinov nima 
učinka na acetilholinski transporter in znižanje temperature eliminira 1. fazo delovanja 
(pregledno v Šribar in sod., 2014). 
S pomočjo elektronske mikroskopije živčno-mišičnega preparata so bile zaznane 
morfološke spremembe, ki so posledica delovanja β-nevrotoksinov: zmanjšanje števila SV 
v živčnem končiču, pojav Ω-zažetkov na presinaptični plazmalemi, nastanek velikih 
veziklov v živčnem končiču in poškodbe ter nabrekanje mitohondrijev. Učinki AtxA pa se 
nekoliko razlikujejo od tipičnih učinkov β-nevrotoksinov, in sicer se v tem primeru število 
SV ne zmanjša tako drastično (13,6 % v primerjavi z 80 % pri β-bungarotoksinu), Ω-
zažetki pa sploh ne nastanejo (Prasarnpun in sod., 2004; Logonder in sod., 2008). Iz tega je 
razvidno, da v primeru AtxA zmanjšanje števila SV ne more biti glavni vzrok za inhibicijo 
prenosa informacije, ampak so to verjetno poškodbe mitohondrijev, ki privedejo do 
pomanjkanja energije v celici in porušenja odvisnosti med depolarizacijo živčnega končiča 
ter sproščanjem nevrotransmiterja v sinapso (Logonder in sod., 2008).  
Opažena je bila še ena značilnost delovanja β-nevrotoksinov, in sicer porušenje 
organizacije F-aktinskega citoskeleta, do katere verjetno pride zaradi povišane 
znotrajcelične koncentracije Ca2+, kar aktivira kalpaine, ki so citosolne proteaze (Jenko 
Pražnikar in sod., 2008; Duregotti in sod., 2013).  
 
2.3.1.1 Vloga encimske aktivnosti v procesu β-nevrotoksičnosti 
 
S pomočjo proteinskega inženirstva so Petan in sod. (2007) ugotovili, da je encimska 
aktivnost β-nevrotoksinov nujno potrebna za njihovo β-nevrotoksičnost. V miotoksični 
AtnL, ki je encimsko neaktivni homolog Atx, so uvedli tri mutacije in pridobili encimsko 
aktivno in β-nevrotoksično obliko toksina. V skladu s tem so tudi rezultati raziskav, ki so 
pokazali, da je tretja faza v delovanju β-nevrotoksinov odvisna od njihove encimske 
aktivnosti (Logonder, 2008b; Prijatelj et al., 2006). 
Vloga encimske aktivnosti v prvi in drugi fazi β-nevrotoksičnosti pa ni tako jasna, saj so 
prvi eksperimentalni podatki kazali, da le-ta v teh fazah ni pomembna (Caratsch in sod., 
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1981; Su in Chang, 1984), medtem ko so kasnejši (Rigoni in sod., 2005) pokazali, da igra 
tudi tu pomembno vlogo. 
Maščobne kisline in lizofosfolipidi, ki so produkti encimske aktivnosti β-nevrotoksinov, se 
po fizikalno-kemijskih lastnostih razlikujejo od fosfolipidov, iz katerih nastanejo. 
Razlikujejo se po naboju, geometriji in hitrosti difuzije, kar vpliva na spremembo v 
ukrivljenosti, fluidnosti in permeabilnosti membran, katerih sestavni deli so. Spremenjene 
lastnosti membran vplivajo na spremenjeno delovanje membranskih proteinov, ki so 
vključeni v proces živčno-mišičnega prenosa informacije. Poleg tega imajo proste 
maščobne kisline in lizofosfolipidi podoben učinek na živčno-mišične preparate kot β-
nevrotoksini (Megighian in sod., 2007; Rigoni in sod., 2007; Caccinin sod., 2009). 
Po drugi strani pa so Prasarnpun in sod. (2004) pokazali, da samo encimska aktivnost ni 
dovolj za β-nevrotoksičnost. Ob predhodnem dodatku botulinum toksina C je bil β-
nevrotoksični učinek β-bungarotoksina bistveno znižan, kar je bila najverjetneje posledica 
preprečenega recikliranja SV in s tem vnosa toksina. Natančna vloga encimske aktivnosti 
pri procesu β-nevrotoksičnosti tako ostaja nejasna. 
 
2.3.1.2 Vloga β-nevrotoksin-vezavnih proteinov pri β-nevrotoksičnosti 
 
Veliko sPLA2 ima močno encimsko aktivnost, vendar so le nekatere β-nevrotoksične. Med 
tistimi, ki so β-nevrotoksične, pa encimska aktivnost ne korelira z njihovo toksičnostjo 
(Paoli in sod., 2009). Jasno je, torej, da fosfolipazna aktivnost ni edini dejavnik, ki vpliva 
na β-nevrotoksičnost.  
Identificiranih je bilo več β-nevrotoksin-vezavnih proteinov, vendar receptor na 
presinaptični membrani, odgovoren za β-nevrotoksičnost, še ni bil odkrit (Šribar in Križaj, 
2011). Najbolj verjeten kandidat doslej je sPLA2 receptor tipa N, saj se veže samo z 
nevrotoksičnimi sPLA2, prav tako pa njihova toksičnost korelira z afiniteto te vezave 
(Lambeau in sod., 1989). Identificirana sta bila tudi dva presinaptična membranska 
proteina, ki se vežeta z β-nevrotoksini. Prvi je napetostno-odvisni K+ kanalček, drugi pa 
sPLA2 receptor tipa M, vendar za nobenega ni dokazov, da bi bila vpletena v proces β-
nevrotoksičnosti (pregledno v Pungerčar in Križaj, 2007). 
β-nevrotoksini ne delujejo le na površini živčnih celic, ampak se v njih tudi vnesejo, zato 
so pomembni tudi znotrajcelični β-nevrotoksin-vezavni proteini. Najdenih je bilo kar 
nekaj, in sicer v različnih celičnih kompartmentih: v citosolu kalmodulin (CaM) in proteini 
14-3-3; v lumnu ER krokalbin, protein-disulfid-izomeraza (PDI) in Ca
2+
-vezavni protein z 
afiniteto do tajpoksina velikosti 49 kDa (TCBP-49); v mitohondriju pa R25 (Šribar in 
Križaj, 2011). 
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CaM je citosolni Ca
2+
-vezavni protein, ki ima v evkariontskih celicah pomembno vlogo v 
regulaciji številnih celičnih procesov, med katerimi so tudi eksocitoza, endocitoza, 
fosforilacija proteinov in signalizacija preko ionskih kanalčkov (Chin in Means, 2000). Na 
iste procese vplivajo tudi β-nevrotoksini, zato obstaja možnost, da do tega pride preko 
njihove interakcije s CaM. Kovačič in sod. (2009) so pokazali, da CaM in vitro stabilizira 
Atx v redukcijskem okolju, kakršno je v citosolu, ter stimulira njegovo fosfolipazno 
aktivnost. Poleg tega pozitivno vpliva tudi na afiniteto Atx do substrata.  
Proteini 14-3-3 so regulatorni proteini, ki jih najdemo v vseh evkariontskih celicah. 
Vključeni so v različne procese, kot so znotrajcelično razmeščanje, prenos signala, 
regulacija celičnega cikla in organizacija citoskeleta. Obstaja več izooblik, od katerih sta 
vezave z Atx sposobni izoobliki γ in ε (Šribar, 2003). Proteini 14-3-3 v in vitro citosolnih 
pogojih stabilizirajo Atx in bi lahko vplivali na njegovo lokalizacijo in/ali delovanje v 
celici.   
PDI je encim, ki se nahaja v lumnu ER in katalizira nastanek ter premeščanje disulfidnih 
vezi. Poleg tega pomaga pri zvijanju proteinov (deluje kot šaperon) in preprečuje njihovo 
agregacijo. PDI reagira z Atx in verjetno sodeluje pri njegovem znotrajceličnem 
razmeščanju, podobno kot v primeru kolera toksina, pri katerem PDI omogoča retrogradni  
prenos toksina iz lumna ER v citosol (Šribar in sod., 2005). 
R25 je membranski 25 kDa-protein , ki je bil odkrit v prašičjem možganskem korteksu 
(Vučemilo in sod., 1998). Kasneje se je izkazalo, da gre za znotrajcelični integralni 
membranski protein iz mitohondrijev. Z Atx se veže z visoko afiniteto, za vezavo pa so 
nujno potrebni dvovalentni kationi, kot na primer Ca
2+
  (Šribar, 2003). Identiteta R25 
zaenkrat ostaja neznana, vendar obstajajo indikacije, da gre za podenoto 2 citokrom c 
oksidaze (CCOX) (Kovačič, 2009; Oberčkal, 2010). Glede na to, da je CCOX končna 
oksidaza dihalne verige, bi njena interakcija z Atx lahko pojasnila opažene učinke Atx na 
mitohondrije, t. j. nabrekanje in izgubo notranje strukture. 
 
2.3.1.3 Lokalizacija β-nevrotoksinov v celici pri procesu β-nevrotoksičnosti 
 
Vnos β-nevrotoksinov v živčno celico ima pomembno vlogo pri β-nevrotoksičnosti. S 
pomočjo fotoreaktivnega derivata Atx so Pražnikarjeva in sod. (2008) na celičnih linijah 
NSC-34 in PC12 pokazali, da se je v nekaj minutah po dodatku Atx v medij le-ta prenesel 
v notranjost celic, kjer je interagiral s CaM in proteini 14-3-3.  
Pomemben napredek pri preučevanju lokalizacije β-nevrotoksinov v celici pri procesu β-
nevrotoksičnosti predstavlja priprava z nanodelcem zlata označenega derivata AtxA 
(AtxA(N79C)-nanogold). Gre za postopek, pri katerem so najprej s pomočjo mutageneze 
uvedli mutacijo N79C, nato pa na prosto -SH skupino cisteina C79 vezali nanodelec zlata 
(Jenko Pražnikar in sod., 2008). S pomočjo transmisijske elektronske mikroskopije je bil 
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derivat AtxA(N79C)-nanogold lokaliziran v SV in mitohondrijih modelnih celic NSC-34 
(Slika 4). 
 
Slika 4. Lokalizacija derivata AtxA(N79C)-nanogold v celicah NSC-34 (Jenko Pražnikar in sod., 2008). 
Derivat je bil lokaliziran v prevlečenih jamicah (A, B – črni puščici) in različno velikih veziklih (D, E, F – 
bele puščice). Nekaj ga je bilo tudi v citosolu (C – bela črtkana puščica). Merila predstavljajo: 100 nm (A), 
200 nm (B), 300 nm (D). 
 
2.3.2 Molekulski mehanizem delovanja β-nevrotoksinov 
 
Kljub številnim raziskavam ostaja molekularni mehanizem delovanja β-nevrotoksinov 
nejasen. Glavna neodgovorjena vprašanja se nanašajo na mehanizem prenosa toksinov v 
citosol in mitohondrije tarčnih celic, vlogo njihove fosfolipazne aktivnosti in vlogo β-
nevrotoksin-vezavnih proteinov.  
Glede na trenutna eksperimentalna dejstva lahko molekulski mehanizem delovanja β-
nevrotoksinov razložimo po naslednjem modelu  (Slika 5). β-nevrotoksini se specifično 
lokalizirajo v živčno-mišičnem stiku ali sinapsi. V presinaptični membrani verjetno 
obstajajo β-nevrotoksin-vezavni receptorji, ki z različno afiniteto vežejo različne β-
nevrotoksine. Ob vezavi na presinaptično membrano β-nevrotoksini hidrolizirajo 
fosfolipide njenega zunanjega sloja, pri čemer se sproščajo proste maščobne kisline in 
lizofosfolipidi, ki pospešujejo eksocitozo SV. β-nevrotoksini ne delujejo samo 
zunajcelično, ampak se prenesejo v živčni končič, kjer se lokalizirajo v citosolu in 
mitohondrijih. Najverjetnejši mehanizem prenosa je preko recikliranja SV. V citosolu se 
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povezujejo s CaM in proteini 14-3-3, kar pozitivno vpliva na njihovo stabilnost in 
encimsko aktivnost. Interakcija s proteini 14-3-3 ima verjetno tudi vlogo pri lokalizaciji β-
nevrotoksinov na plazmalemi,  kjer prihaja do endocitoze SV. Ključni dejavnik pri procesu 
β-nevrotoksičnosti je povečana fosfolipazna aktivnost na ravno pravih mestih v notranjosti 
živčnega končiča. Hidroliza fosfolipidov notranjega sloja plazmaleme moti delovanje 
amfifizina in posledično inhibira endocitozo. Še en pomemben učinek vključuje 
mitohondrije. Vezava β-nevrotoksinov na vezavna mesta v teh organelih, združena z 
njihovo fosfolipazno aktivnostjo, inducira nastanek prehodnih por in razklop 
mitohondrijev. Posledično je sinteza ATP-ja inhibirana, kar v končni fazi privede do 
popolne degradacije teh organelov. Fosfolipoliza celičnih membran zviša koncentracijo 
Ca
2+
 v živčnem končiču, kar dodatno stimulira encimsko aktivnost od Ca2+ odvisnih 
hidrolaz, kot so cPLA2 in nekatere proteinaze, kar privede do obsežne degeneracije 
živčnega končiča (pregledno v Šribar in sod., 2014). 
 
 
Slika 5. Predlagani mehanizem delovanja β-nevrotoksinov (Kordiš in Križaj, 2015). Prikazani so ključni 
dogodki v procesu β-nevrotoksičnosti po modelu, ki je po trenutnih eksperimentalnih dejstvih najbolj 
verjeten.  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Kemikalije in drobna oprema 
 
Preglednica 1. Uporabljene kemikalije in drobna oprema 
Kemikalija Proizvajalec 
acetonitril Merck, Nemčija 
AcOH, 100 % VWR, Francija 
akrilamid, 40 % Sigma-Aldrich, ZDA 
agar Sigma-Aldrich, ZDA 
AgNO3 Sigma-Aldrich, ZDA 
APS (amonijev persulfat) Serva, Nemčija 
ampicilin Sigma-Aldrich, ZDA 
BSA (brez vezanih maščobnih kislin) Sigma-Aldrich, ZDA 
CaCl2 x 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
citronska kislina Sigma-Aldrich, ZDA 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Pharmacia, Švedska 
DTT Fluka, Nemčija 
DNA velikostni standardi (1 kb) MBI Fermentas, Litva 
DPBS (Dulbecco's phosphate buffered saline) Invitrogen/Gibco, ZDA 
EtOH, > 99,8 % Merck, Nemčija 
EDTA Serva, Nemčija 
FeSO4 x 7H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
filtrirna membrana s porami premera 0,2 µm Sartorius AG, Nemčija 
formaldehid, 37 % (m/v) Merck, Nemčija 
glicerol KEFO, Slovenija 
D-(+)-glukoza, monohidrat Sigma-Aldrich, ZDA 
Gdn-HCl Sigma-Aldrich, ZDA 
Hepes Serva, Nemčija 
 
 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 1. Kemikalije in drobna oprema  
Kemikalija Proizvajalec 
kazeinski hidrolizat BD Biosciences, ZDA 
KH2PO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
kloroform Merck, Nemčija 
kvasni ekstrakt Sigma-Aldrich, ZDA 
α-laktoza monohidrat Sigma-Aldrich, ZDA 
L-cistein Sigma-Aldrich, ZDA 
MeOH VWR, Francija 
MgCl2 Sigma-Aldrich, ZDA 
Na2HPO4 x 2H2O Serva, Nemčija 
NaCl Thermo Scientific, ZDA 
Na2CO3 Sigma-Aldrich, ZDA 
NaDS Thermo Scientific, ZDA 
Na2SO3 Sigma-Aldrich, ZDA 
NTSB reagent pripravila dr. Vesna Brglez 
proteazni inhibitorji pripravil dr. Jernej Šribar 
PyrPG Invitrogen/Molecular Probes, ZDA 
razvijalec in fiksir Kodak, ZDA 
QIAquick QIAGEN, Nemčija 
saharoza Fluka, Nemčija 
S.O.C. medij Thermo Scientific, ZDA 
standardi molekulskih mas za NaDS-PAGE Thermo Scientific, Litva 
SYBR Safe Thermo Scientific, ZDA 
TEMED Merck, Nemčija 
TFA Thermo Scientific, ZDA 
tiamin Serva, Nemčija 
Tris Serva, Nemčija 
Triton X-100 Roche Diagnostics, ZDA 
ultrafiltrirna membrana OMEGA OM010076 Pall, ZDA 
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3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 2. Uporabljena laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
aparatura za HPLC (Series 1100) Hewlett Packard, ZDA 
aparatura za PAGE Mini Protean II BioRad, ZDA 
aparatura za PCR, 2720 Thermal Cycler Applied Biosystems, ZDA 
avtoklav Varioklav Labortechnik, Nemčija 
centrifuge: 
- mikrocentrifuga Mini Spin Plus 
- centrifuga Sorvall LYNX 4000 
 
Eppendorf, Nemčija 
Thermo Scientific, ZDA 
čitalec mikrotitrskih plošč Infinite M1000 Tecan, Švica 
digestorij R 25 Iskra, Slovenija 
električni napajalnik za elektroforezo PowerPac basic BioRad, ZDA 
hladilniki, 4 °C Gorenje, Slovenija 
inkubatorji, suhi: 
- inkubator, Loading Modell 100–800 
- Certomat HK  
 
Memmert, VB 
B. Braun Melsunger, Nemčija 
magnetna mešala Tehtnica, Železniki, Slovenija 
mikrovalovna pečica Daewoo, Južna Koreja 
pH-meter, Seven-Easy Mettler, Toledo, Španija 
plinski gorilnik  
sistem za dokumentiranje gelov ChemiDoc XRS+ BioRad, ZDA 
sonikator UP200S Hielscher, Nemčija 
spektrofotometer Nanodrop 2000c Thermo Scientific, ZDA 
stresalniki: 
- Kambič 
- Certomat R 
 
Kambič, Slovenija 
B. Braun Melsunger, Nemčija 
tehtnica, analitska GH-252 A and D Instruments, VB 
tehtnica Vibra AJ Tehtnica, Železniki, Slovenija 
termostatiran stresalnik (termoblok) Eppendorf, Nemčija 
ultrafilter 300 mL (ultrafiltracijska naprava) Amicon, ZDA 
vakuumski koncentrator SpeedVac Plus SC 110A Savant, ZDA 
zamrzovalniki, -20 °C Gorenje in LTH, Slovenija 
zamrzovalnik CL 410, -80 °C Hetofrig, Danska 
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3.1.3 Uporabljene raztopine in pufri 
 
Preglednica 3. Uporabljene raztopine in pufri 
Raztopina/pufer Sestavine 
10-kratni elektroforezni pufer 
250 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,92 
M glicin, 1 % (m/v) NaDS 
4-kratni nanašalni pufer za NaDS-PAGE z DTT 
200 mM Tris-HCl (pH 6,8), 8,0 % 
(m/v) NaDS, 40 % (v/v) glicerol, 
0,08 % (m/v) bromfenol modro, 
800 mM DTT 
delovni pufer za merjenje fosfolipazne aktivnosti 
s PyrPG 
50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 50 mM 
KCl, 1 mM CaCl2 
razbarvalna raztopina za PA gele 
10 % (v/v) AcOH, 30 % (v/v) 
EtOH 
razvijalna raztopina za PA gele 
3 % (m/v) Na2CO3, 0,05 % (v/v) 
formaldehid 
raztopina za soniciranje 
DPBS, 1 mM DTT, 1x proteazni 
inhibitorji 
raztopina za spiranje 
DPBS, 25 % (m/v) saharoza, 1 % 
(v/v) Triton X-100, 1x proteazni 
inhibitorji 
raztopina Coomassie Brilliant Blue  
0,1 % (m/v) Coomassie Brilliant 
Blue R-250, 40 % (v/v) MeOH, 1 
% (v/v) AcOH 
pufer TES  
20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 20 % 
(m/v) saharoza, 5 mM EDTA, 1 
mM DTT, 1-kratni proteazni 
inhibitorji 
 
 
3.1.4 Uporabljena gojišča 
 
Preglednica 4. Uporabljena gojišča 
Gojišče Sestavine 
LB ("Luria-Bertani") 1 % (m/v) kazeinski hidrolizat 
0,5 % (m/v) kvasni ekstrakt 
1 % (m/v) NaCl 
LBA LB 
100 µg/mL ampicilin 
  
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 4. Uporabljena gojišča  
Trdno gojišče LBA 1 % (m/v) kazeinski hidrolizat 
0,5 % (m/v) kvasni ekstrakt 
1 % (m/v) NaCl 
1,5 % (m/v) agar 
100 µg/mL ampicilin 
Avtoindukcijski medij LBA 
1,5 % (v/v) glicerol 
0,05 % (m/v) glukoza 
0,2 % (m/v) laktoza 
0,01 mM FeSO4 
2 mM MgCl2 
0,01 mM CaCl2 
0,05 % (m/v) NH4Cl 
0,05 % (m/v) NaCl 
0,3 % (m/v) KH2PO4 
0,6 % (m/v) Na2HPO4 
0,01 mg/mL tiamin 
 
3.1.5 Uporabljene kompetentne celice 
 
 Stellar Competent Cells (Clontech, ZDA) 
 
 XL-1 Blue, priložene v kompletu QuickChange® II Site-Directed Mutagenesis 
(Stratagene, ZDA) 
 
 E. coli BL21(DE3) 
Sev, ki omogoča visoko učinkovitost izražanja rekombinantih proteinov, vstavljenih v 
vektorje s T7-promotorjem. V kromosom bakterije je vstavljen profag λ DE3, v njegov 
gen int pa je vstavljen fragment DNA, ki vsebuje gen lacI, promotor lacUV5, začetek 
gena lacZ in gen za RNA-polimerazo faga T7. S tem vstavljenim fragmentom je zapis 
gena int prekinjen in tako inaktiviran, zato se profag λ DE3 ne more sam izrezati iz 
bakterijskega kromosoma. Gen lacI kodira represor gena lac, ki se veže na promotor 
lacUV5, ki usmerja transkripcijo RNA-polimeraze T7. Ob prisotnosti laktoze ali IPTG-
ja je delovanje represorja inhibirano, zato se RNA-polimeraza T7 izraža. RNA-
polimeraza T7 se specifično veže na T7-promotor, ki se nahaja na ekspresijskem 
plazmidu, in prepisuje gene rekombinantnih proteinov nekajkrat hitreje kot bakterijske 
RNA-polimeraze. 
Sev prav tako ne vsebuje gena lon in ompT, ki kodirata proteazi in lahko povzročita 
razgradnjo rekombinantnega proteina.  
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3.1.6 Uporabljen plazmid 
 
pJP4.1 
pJP4.1 je ekspresijski plazmid, ki ga je pripravil Pungerčar (1994) na osnovi plazmida 
pT7-7. Vsebuje zapis za fuzijski protein AtxA (13 AK dolg signalni peptid in zapis za 
cDNA AtxA), ki je vstavljen navzdol od T7-promotorja. Uporabili smo modificirana 
plazmida pJP4.1, ki imata odstranjen zapis za signalni peptid in sta pripravljena za 
neposredno izražanje proteina (Oberčkal, 2015). Na enem je zapis za AtxA(dt), na drugem 
pa za mutanta AtxA(D49S). 
 
3.1.7 Uporabljeni začetni oligonukleotidi 
 
 T7 (+), za določanje nukleotidnega zaporedja zapisa za AtxA v pJP4.1, 18 nt, 
5'-(TAA TAC GAC TCA CTA TAG)-3' 
 T7-40 (-), za določanje nukleotidnega zaporedja zapisa za AtxA v pJP4.1, 21 nt, 
5'-(GTT TAC TCA TAT ATA CTT TAG)-3' 
 N79C (+), za uvedbo mutacije N79C v zapis za AtxA(D49S), 34 nt, 
5'-(C AAA TAC CAC CGG GAG TGC GGG GCT ATC GTC TGT)-3'  
 N79C (-), za uvedbo mutacije N79C v zapis za AtxA(D49S), 34 nt, 
5'-(ACA GAC GAT AGC CCC GCA CTC CCG GTG GTA TTT G)-3' 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Metode molekulskega kloniranja 
 
3.2.1.1 Transformacija kompetentnih celic E. coli 
 
Kompetentne celice "Stellar Competent Cells" (Clontech, ZDA) smo hranili pri -80 °C in 
jih pred uporabo odtalili na ledu. V mikrocentrifugirke s 50 µL kompetentnih celic smo 
dodali 2,5 ng plazmida pJP4.1 z zapisom za AtxA(D49S) in jih 30 min inkubirali na ledu. 
Nato smo mikrocentrifugirke za 60 sekund postavili v termoblok (Eppendorf, Nemčija), 
segret na 42 °C, in s tem izvedli toplotni šok, ki je omogočil vnos plazmidne DNA v 
bakterijske celice. Takoj zatem smo mikrocentrifugirke 2 min inkubirali na ledu, jim dodali 
450 µL S.O.C. medija in jih 1 h inkubirali pri 37 °C s stresanjem pri 230 obr./min. Po 100 
µL neredčene in 100 µL desetkrat redčene bakterijske kulture smo razmazali na LBA 
plošče in preko noči inkubirali pri 37 °C. 
Naslednji dan smo kolonije, ki so zrasle na ploščah, sterilno precepili v epruvete s 5 mL 
tekočega LBA gojišča ter preko noči inkubirali pri 37 °C s stresanjem pri 230 obr./min.  
 
3.2.1.2 Izolacija plazmidne DNA 
 
Prekonočno kulturo smo iz epruvet prenesli v mikrocentrifugirke, centrifugirali 3 min pri 
8.000 g (Mini Spin Plus, Eppendorf, Nemčija), odstranili supernatant ter dodali preostanek 
bakterijske kulture. Postopek smo ponovili 4-krat za vsako epruveto, da smo izkoristili 
celotno bakterijsko kulturo.  
Izolacijo plazmidne DNA smo izvedli s kompletom QIAprep Spin Miniprep po navodilih 
proizvajalca (Qiagen, Nemčija). DNA smo eluirali z deionizirano vodo in po potrebi 
skoncentrirali z vakuumskim koncentratorjem. Koncentracijo in čistost izolirane pDNA 
smo določili z merjenjem absorpcijskega spektra na spektrofotometru NanoDrop 2000c 
(Thermo Scientific, ZDA). Vzorce smo shranili na -20 °C. 
 
3.2.1.3 Mestno-specifična mutageneza 
 
Za vnos točkovne mutacije N79C v zapis za AtxA(D49S), vstavljen v vektor pJP4.1, smo 
uporabili QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, ZDA). Komplet 
vsebuje PfuUltra HF DNA-polimerazo, deoksiribonukleotide (dNTP-je), reakcijski pufer 
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ter endonukleazo DpnI. Ob dodatku ustreznih začetnih oligonukleotidov nam omogoča 
izvedbo verižne reakcije s polimerazo (PCR), s katero pridobimo plazmidno DNA s 
spremenjenim zapisom ter se znebimo matrične pDNA brez uvedene mutacije. 
Začetne oligonukleotide smo načrtali s pomočjo Agilentovega spletnega orodja 
(http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp) tako, da je kodon za Asn79 
(AAC) spremenjen v kodon za Cys (TGC). 
Mestno-specifično mutagenezo smo izvedli po navodilih proizvajalca (Stratagene, ZDA). 
Uporabili smo aparaturo za PCR Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems, ZDA). 
Uporabili smo naslednjo reakcijsko mešanico: 
 10-kratni reakcijski pufer      2,5 µL 
 plazmidna DNA    10 ng oz. 25 ng X µL 
 začetni oligonukleotid #1 (5 pmol/µL) 62,5 ng  1,2 µL 
 začetni oligonukleotid #2 (5 pmol/µL) 62,5 ng  1,2 µL 
 zmes dNTP-jev       0,5 µL 
 Milli-Q H2O        do 25 µL 
 PfuUltra HF DNA-polimeraza (2,5 U/µL)    0,5 µL 
Volumen pDNA (označen z X) smo izračunali na podlagi koncentracije vzorca pDNA ter 
želene mase pDNA v mešanici. 
Reakcijski pogoji za PCR: 
 inkubacija 30 s pri 95 °C 
 16 ciklov verižne reakcije: 
o denaturacija 30 s pri 95 °C 
o vezava začetnih oligonukleotidov 60 s pri 55 °C 
o polimerizacija 6,5 min pri 68 °C 
 elongacija 5 min pri 68 °C 
 inkubacija pri 4 °C 
Po končani reakciji smo vzorce 2 min inkubirali na ledu, jim dodali po 0,5 µL 
endonukleaze DpnI (10 U/µL), centrifugirali 60 s ter inkubirali 1 h pri 37 °C. 
Tako pridobljeno spremenjeno pDNA smo po prej opisanem postopku (poglavje 3.2.1.1) 
transformirali v kompetentne celice XL-1 Blue.  
Namnoženo pDNA smo izolirali (poglavje 3.2.1.2) in vzorce pripravili za določanje 
nukleotidnega zaporedja, kar so za nas naredili pri družbi GATC Biotech AG (Nemčija).  
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3.2.2 Metode pridobivanja in čiščenja rekombinantnih proteinov 
 
3.2.2.1 Izražanje rekombinantih proteinov v majhnem obsegu 
 
Za izražanje rekombinantnih proteinov v celicah E.coli seva BL21(DE3) smo uporabili 
metodo avtoindukcije, ki je počasnejša kot indukcija z IPTG-jem, zato z njo dosežemo 
višje koncentracije bakterijskih celic, kar omogoča višje izkoristke pridobivanja 
rekombinantnih proteinov (Studier, 2005). 
Kompetentne celice E.coli BL21(DE3) smo transformirali (poglavje 3.2.1.1) s tremi 
plazmidi pJP4.1 z zapisi za tri rekombinatne proteine: AtxA(dt), AtxA(D49S) in 
AtxA(D49S/N79C). V 200 µL kompetentnih celic smo dodali 20 ng pDNA. Naslednji dan 
smo po dve koloniji za vsak rekombinanten protein precepili vsako v 2 mL tekočega 
gojišča LBA ter inkubirali pri 37 °C s stresanjem pri 230 obr./min, dokler optična gostota 
pri 600 nm (OD600) ni dosegla vrednosti 0,7. Nato smo po 30 µL bakterijske kulture 
precepili v 3 mL avtoindukcijskega medija (100-kratna redčitev), inkubirali 2 h pri 37 °C s 
stresanjem pri 230 obr./min, nato pa pustili čez noč pri sobni temperaturi s stresanjem pri 
230 obr./min. Uspešnost indukcije izražanja smo analizirali z NaDS-PAGE (poglavje 
3.2.3.1). 
 
3.2.2.2 Izražanje rekombinantih proteinov v velikem obsegu 
 
Plazmid pJP4.1 z zapisom za AtxA(dt), AtxA(D49S) oz. AtxA(D49S/N79C) smo 
transformirali v kompetentne celice E.coli BL21(DE3) in jih razmazali na LBA plošče 
(poglavje 3.2.1.1). Naslednji dan smo tri kolonije precepili vsako v 10 mL tekočega gojišča 
LBA v 100 mL erlenmajericah z utori. Bakterijsko kulturo smo inkubirali pri 37 °C s 
stresanjem pri 230 obr./min, dokler OD600 ni dosegel 0,7. Nato smo po 2,5 mL bakterijske 
kulture precepili v 7 erlenmajeric z utori (2 L) s po 250 mL avtoindukcijskega medija 
(100-kratna redčitev) ter inkubirali najprej 2 h pri 37 °C s stresanjem pri 230 obr./min, nato 
pa čez noč pri 25 °C s stresanjem pri 230 obr./min. Naslednji dan smo merili OD600 vsako 
uro, dokler ni ostal konstanten. Bakterijsko kulturo iz sedmih erlenmajeric smo nato 
združili v eno ter razdelili v dve litrski centrifugirki in centrifugirali 25 min pri 5.000 g in 
temperaturi 4 °C. Supernatant smo zavrgli, usedlino pa stehtali in shranili pri -80 °C. 
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3.2.2.3 Izolacija inkluzijskih telesc 
 
Usedlino bakterijskih celic smo 10 min resuspendirali na ledu v 100 mL pufra TES ter 
centrifugirali 10 min pri 11.000 g in 4 °C. Supernatant smo odstranili, usedlino pa 
resuspendirali v 50 mL ledeno hladne raztopine za soniciranje. Sledila je sonikacija na ledu 
s pomočjo ultrazvočnega sonikatorja UP200S (Hielscher, Nemčija), pri čemer smo 25 mL 
alikvote v 50 mL centrifugirkah sonicirali 10-krat po 1 min (1 min ON, 1 min OFF) s 
ciklom 0,75 in amplitudo 80 %. Homogenat smo nato centrifugirali 20 min pri 14.000 g in 
4 °C. Supernatant smo odstranili, usedlino pa trikrat sprali s 50 mL ledeno hladne 
raztopine za spiranje ter ponovno centrifugirali 20 min pri 14.000 g in 4 °C. Supernatant 
smo odstranili, usedlino inkluzijskih telesc pa shranili na -80 °C. 
V vseh korakih smo pelete resuspendirali s pomočjo steklene palčke in magnetnega 
mešala. Od vsakega supernatanta smo odvzeli alikvot za analizo z NaDS-PAGE (poglavje 
3.2.3.1). 
 
3.2.2.4 S-sulfoniranje rekombinantnih proteinov 
 
Usedlini inkluzijskih telesc smo dodali 50 mL sveže pripravljene raztopine 6 M Gdn-HCl, 
0,3 M Na2SO3, pH 8,5 ter pustili mešati na magnetnem mešalu preko noči. Naslednji dan 
smo raztopini dodali 3,75 mL reagenta NTSB in mešali 1 h pri sobni temperaturi. Barva 
raztopine se je spremenila iz svetlo rjave v oranžno. Nato smo dodali 10 mL 100 % AcOH, 
kar je spremenilo barvo raztopine v rumeno, temu pa je sledil dodatek 950 mL ledeno 
hladne deionizirane vode. Raztopino smo čez noč pustili na 4 °C, pri čemer se je S-
sulfonirani rekombinantni protein oboril v obliki belih kosmičev. Mešanico smo razdelili v 
dve litrski centrifugirki in jo centrifugirali 15 min pri 6.000 g (centrifuga Sorvall LYNX 
4000, Thermo Scientific, ZDA) in 4 °C. Supernatant smo zavrgli, usedlino pa 
resuspendirali v ledeno hladni deionizirani vodi ter ponovili centrifugiranje. Usedlino S-
sulfoniranega rekombinantnega proteina smo nato raztopili v 50 mL 6 M Gdn-HCl, pH 8,3 
ter shranili na -20 °C. 
 
3.2.2.5 Renaturacija rekombinantnih proteinov v majhnem obsegu 
 
Pred renaturacijo v velikem obsegu smo v majhnem volumnu optimizirali postopek 
renaturacije za rekombinantni protein AtxA(dt). Preizkusili smo tri različne postopke 
renaturacije S-sulfoniranega rekombinantnega proteina: postopek za pripravo sPLA2 
skupine IIF (Valentin in sod., 2000), postopek, ki so ga uporabili Snitko in sod. (1997), ter 
postopek, ki ga je razvila dr. Lidija Kovačič in vključuje CaM (Oberčkal, 2015). Postopki 
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se razlikujejo v sestavi renaturacijskega pufra, končni redčitvi, trajanju renaturacije ter 
temperaturi, pri kateri ta poteka (Preglednica 5). 
 
Preglednica 5. Postopki renaturacije rekombinatnega AtxA. 
Postopek 
renaturacije 
Valentin in sod. 
(2000) 
Snitko in sod. (1997) Renaturacija s CaM 
(Oberčkal, 2015) 
Sestava 
renaturacijskega 
pufra 
0,9 M Gdn-HCl 
50 mM Tris-HCl 
10 mM CaCl2 
5 mM L-cistein 
30 % (v/v) acetonitril 
 
 
 
pH 8,0 
0,9 M Gdn-HCl 
25 mM Tris-HCl 
5 mM CaCl2 x 2H2O 
5 mM L-cistein 
 
 
 
 
pH 7,5 
75 mM Hepes 
20 mM CaCl2 
5 % (v/v) acetonitril 
0,05 mM GSSG 
0,5 mM GSH 
15 nM CaM 
 
 
pH 7,5 
Trajanje 
renaturacije 
3 dni 3 dni 24 ur 
Temperatura sobna temperatura 4 °C sobna temperatura 
Redčitev 100-kratna 100-kratna 10-kratna 
 
Renaturacijo po Valentinu (Valentin in sod., 2000) in Snitku (Snitko in sod., 1997) smo 
izvedli tako, da smo 500 µL S-sulfoniranega proteina s pomočjo Pasteurjeve pipete po 
kapljicah (1 kapljica na približno 10 s) dodali v 50 mL renaturacijskega pufra ob 
konstantnem mešanju na magnetnem mešalu. Pri renaturaciji s CaM (Oberčkal, 2015) pa 
smo 500 µL S-sulfoniranega proteina po kapljicah dodali v 5 mL renaturacijskega pufra ter 
na koncu premešali z nežno aspiracijo. Po končani renaturaciji smo renaturacijske 
mešanice centrifugirali 35 min pri 6.000 g in 4 °C. Renaturiran protein se je nahajal v 
supernatantu, ki smo ga prefiltrirali skozi 0,2 µm filtrirno membrano ter analizirali z 
NaDS-PAGE in visokotlačno tekočinsko kromatografijo na obrnjenih fazah (RP-HPLC) 
ter s pirensko metodo preverili encimsko aktivnost (poglavje 3.2.3.2). 
 
3.2.2.6 Renaturacija rekombinantnih proteinov v velikem obsegu 
 
Ko smo v majhnem obsegu ugotovili, kateri postopek je optimalen za renaturacijo 
AtxA(dt), smo ta postopek za vse tri rekombinantne proteine (AtxA(dt), AtxA(D49S) in 
AtxA(D49S/N79C)) ponovili v velikem obsegu. Uporabili smo litrsko steklenico s 500 mL 
renaturacijskega pufra, v katero smo na ledu med konstantnim mešanjem na magnetnem 
mešalu po kapljicah (1 kapljica na približno 10 s) dodali 5 mL S-sulfoniranega 
rekombinatnega proteina. Po končani renaturaciji smo renaturacijsko mešanico 
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centrifugirali pri 6.000 g in 4 °C. Supernatant smo prefiltrirali skozi 0,2 µm filtrirno 
membrano in nadaljevali s čiščenjem proteina z RP-HPLC (poglavje 3.2.2.8). 
 
3.2.2.7 Ultrafiltracija 
 
Z ultrafiltracijo smo renaturacijsko mešanico skoncentrirali na 10-krat manjši volumen in 
pri tem zamenjali renaturacijski pufer s pufrom brez Gdn-HCl in L-cisteina. Uporabili smo 
ultrafiltrirno membrano OMEGA OM010076, ki ima premer 76 mm in prepušča molekule, 
manjše od 10 kDa. Ultrafiltracijsko napravo z volumnom 300 mL (Amicon, ZDA) smo v 
hladni sobi pri 4 °C postavili na magnetno mešalo in priklopili na dovod N2, kar je 
ustvarilo nadtlak in povzročilo prehajanje raztopine skozi membrano. Celotno 
renaturacijsko mešanico (500 mL) smo najprej skoncentrirali na 50 mL, nato pa do 250 mL 
dolili pufer 25 mM Tris-HCl, pH 7,5, 5 mM CaCl2 x 2H2O, 150 mM NaCl. Postopek smo 
ponovili dvakrat in s tem redčili Gdn-HCl pod koncentracijo 40 mM ter se praktično 
znebili L-cisteina. 
Med izvajanjem ultrafiltracije smo večkrat odvzeli vzorce renaturacijske mešanice oz. 
filtrata ter pomerili absorbanco pri valovni dolžini 280 nm (A280). Na ta način smo 
spremljali, ali membrana slučajno prepušča rekombinantni protein.  
 
3.2.2.8 Visokotlačna tekočinska kromatografija na obrnjenih fazah (RP-HPLC) 
 
RP-HPLC smo uporabljali v preparativne (čiščenje rekombinantnih proteinov) in analitske 
namene (preverjanje čistosti in koncentracije rekombinantnih proteinov). Uporabili smo 
raztopino A (0,1 % (v/v) TFA) in raztopino B (0,1 % (v/v) TFA, 90 % (v/v) acetonitril). 
Absorbanco smo merili pri 215 nm, saj pri tej valovni dolžini zaznamo peptidno vez. 
Frakcije smo zbirali v mikrocentrifugirkah in jih do suhega posušili v vakuumskem 
koncentratorju. 
Za analizo vzorcev renaturacijskih mešanic po renaturaciji v majhnem obsegu smo 
uporabili kolono Aquapore BU-300, 7 µm (PerkinElmer, ZDA), velikosti 4,6 mm x 30,0 
mm (kolona C4). Kolono smo uravnotežili s 5 % (v/v) raztopine B v raztopini A in nanesli 
1 mL vzorca pri pretoku 1 mL/min. Nato smo kolono spirali po spodnjem postopku 
(Preglednica 6). 
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Preglednica 6. Potek spiranja HPLC kolone C4. 
Čas [min] Raztopina [% B v A] 
0-3 5-20 
3-23 20-60 
23-26 60-100 
26-29 100 
29-30 100-5 
 
Za preparativno čiščenje rekombinantnih proteinov po renaturaciji v velikem obsegu smo 
uporabili kolono Zorbax 300SB-C3, 3,5 µm (Agilent, ZDA), velikosti 4,6 mm x 150,0 mm 
(kolona C3). Kolono smo uravnotežili s 5 % (v/v) raztopine B v raztopini A in nanesli 20-
krat po 1 mL vzorca pri pretoku 1 mL/min. Nato smo kolono spirali pri pretoku 2 mL/min 
po spodnjem postopku (Preglednica 7). 
Preglednica 7. Potek spiranja HPLC kolone C3. 
Čas [min] Raztopina [% B v A] 
0-5 5 
5-8 5-20 
8-43 20-55 
43-48 55-100 
48-53 100 
53-55 100-5 
 
Za nadaljnje čiščenje posameznih frakcij, pridobljenih s kolono C3, smo uporabili kolono 
Symmetry Shield RP-18, 5 μm (Waters, Irska), velikosti 4,6 mm x 250 mm (kolona C18). 
Kolono smo uravnotežili s 30 % (v/v) raztopine B v raztopini A in nanesli 1 mL vzorca pri 
pretoku 1 mL/min. Nato smo kolono spirali po spodnjem postopku (Preglednica 8). 
Preglednica 8. Potek spiranja HPLC kolone C18. 
Čas [min] Raztopina [% B v A] 
0-10 30 
10-143 30-50 
143-145 50-100 
145-150 100 
150-152 30 
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3.2.3 Analitske metode 
 
3.2.3.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) 
 
Proteinske vzorce smo analizirali na poliakrilamidnih (PA) gelih debeline 0,75 mm 
(Laemmli, 1970). Gel smo pripravili tako, da smo najprej v 25 mL erlenmajerici zmešali 
15 % (m/v) ločitveni gel (3,6 mL dH2O, 2,5 mL 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8, 3,75 mL 40 % 
(m/v) akrilamid, 100 µL 10 % (m/v) NaDS, 50 µL 10 % (m/v) APS in 7,5 µL TEMED), ga 
s stekleno 10 mL pipeto vlili med stekelci in pokrili z nekaj kapljic z vodo nasičenega 
butanola. Po 30-45 min strjevanja smo odlili butanol in ga do suhega popivnali s filter 
papirjem. Potem smo v 25 mL erlenmajerici pripravili še koncentracijski 4 % (m/v) gel 
(3,175 mL dH2O, 1,250 mL 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8, 500 µL 40 % (m/v) akrilamid, 50 µL 
10 % (m/v) NaDS, 25 µL 10 % (m/v) APS in 7,5 µL TEMED), ga s 5 mL stekleno pipeto 
vlili na ločitveni gel, med stekelci vstavili glavniček z 10-imi ali 15-imi žepki ter počakali 
30-45 min, da se gel strdi. Nato smo odstranili glavniček, gel prestavili v napravo za 
elektroforezo (Biorad Mini Protean II) in vlili elektroforezni pufer (3 g/l Tris, 14,4 g/l 
glicin, 1 g/l NaDS, pH 8,3). NaDS-PAGE smo izvajali pri redukcijskih pogojih, ki smo jih 
dosegli z dodatkom DTT-ja v vzorce do končne koncentracije 180 mM. V razmerju 1:3 
smo dodali 4-kratni nanašalni pufer (200 mM Tris-HCl, pH 6,8, 8,0 % (m/v) NaDS, 40 % 
(v/v) glicerol, 0,08 % (m/v) bromfenol modro, 800 mM DTT). Nato smo vzorce 5 min 
inkubirali v vodni kopeli pri 95 °C, jih za nekaj min postavili na led ter nato centrifugirali 
2 min pri 14500 obr./min. Na gel smo nanašali 2-20 µL vzorca. Elektroforeza je potekala 
pri konstantnem električnem toku 20 mA na gel, trajala pa je navadno približno 45 min. 
 
3.2.3.1.1 Detekcija proteinov v PA gelih 
3.2.3.1.1.1 Barvanje gelov s Coomassie Brilliant Blue  
 
Po končani elektroforezi smo proteine več ur barvali z raztopino 0,1 % (m/v) Coomassie 
Brilliant Blue R-250, 40 % (v/v) MeOH, 1 % (v/v) AcOH in nato gel razbarvali v raztopini 
30 % (v/v) EtOH, 10 % (v/v) AcOH. 
  
3.2.3.1.1.2 Barvanje gelov s koloidnim srebrom 
 
Po končani elektroforezi smo proteine najmanj 30 min fiksirali v raztopini 30 % (v/v) 
EtOH, 10 % (v/v) AcOH, nato gel dobro sprali v dH2O ter nadaljevali z redukcijo v 
raztopini 32 µM DTT (30 min). Gel smo nato za nekaj ur ali čez noč prestavili v raztopino 
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0,1 % (m/v) AgNO3, na koncu pa razvijali v raztopini (3 % (m/v) Na2CO3, 0,05 % (v/v) 
formaldehid), dokler se niso pojavile proteinske lise. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 5 g 
citronske kisline na 100 mL razvijalne raztopine. 
 
3.2.3.1.2 Koncentriranje proteinov z obarjanjem 
 
Pred analizo renaturacijskih mešanic z NaDS-PAGE smo proteine zaradi zelo nizke 
koncentracije oborili po metodi Wessel-Flügge (Wessel in Flügge, 1984). K 0,2 mL vzorca 
smo dodali 0,8 mL 100 % MeOH in 0,2 mL kloroforma ter vsebino premešali z 
obračanjem plastičnih epruvetk (Eppendorf). Nato smo dodali 0,6 mL dH2O, intenzivno 
premešali in centrifugirali 1 min pri 10.000 g. Oblikovale so se 3 faze: vodna, organska in 
vmes sloj proteinov. Odstranili smo zgornjo fazo, dodali 0,6 mL 100 % MeOH, premešali 
ter centrifugirali 2 min pri 10.000 g. Supernatant smo zavrgli, usedlino pa sprali v 0,5 mL 
95 % MeOH. Vzorce smo nato posušili v vakuumskem koncentratorju in resuspendirali v 
nanašalnem pufru za NaDS-PAGE. 
 
3.2.3.2 Merjenje encimske aktivnosti sPLA2 
 
Fosfolipazno aktivnost vzorcev sPLA2 smo merili z nekoliko modificirano metodo po 
Radvanyiju (1989). 1-heksadekanoil-2-(1-pirendekanoil)-sn-glicero-3-fosfoglicerol 
(PyrPG) je glicerofosfolipid, ki ima na mestu sn-2 vezano s pirenom označeno maščobno 
kislino. S PyrPG smo pripravili vezikle, ki smo jih izpostavili vzorcem z rekombinantnimi 
sPLA2, ki cepijo estrsko vez na sn-2 mestu in s tem sprostijo 1-pirendekanojsko kislino, 
kar na čitalcu mikrotitrskih plošč zaznamo kot povečanje fluorescenčnega signala. 
Vezikle PyrPG smo pripravili tako, da smo že pripravljeno raztopino PyrPG v EtOH, 
hranjeno na -20 °C, segreli med prsti in jo večkrat intenzivno premešali. Nato smo ustrezno 
količino (do končne koncentracije 4,2 µM) po kapljicah med konstantnim mešanjem dodali 
v delovni pufer za merjenje fosfolipazne aktivnosti. Pri tem so spontano nastali fosfolipidni 
vezikli, ki smo jih porabili v roku 24 ur. 
Meritve fluorescence smo opravili s čitalcem mikrotitrskih plošč Infinite M1000 (Tecan, 
Švica) pri valovni dolžini ekscitacije 342 nm in emisije 395 nm. Uporabili smo črne 
mikrotitrske plošče s 96-imi vdolbinicami in ravnim dnom ("non-binding", Greiner Bio-
One, Nemčija). Test smo izvedli tako, da smo najprej v vsako vdolbinico dodali po 200 µL 
0,09 % (m/v) BSA brez vezanih maščobnih kislin (Sigma-Aldrich, ZDA) v delovnem 
pufru. Nato smo v vsako vdolbinico dodali 1-5 µL vzorca sPLA2. Za pozitivno kontrolo 
smo uporabili raztopino AtxA z izhodno koncentracijo 13 µM. Negativna kontrola je bila 
pripravljena enako, le da ni vsebovala sPLA2. Vzorce smo po potrebi redčili v 0,09 % 
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
28 
 
(m/v) BSA. Nato smo s pomočjo multikanalne pipete v vse vdolbinice hkrati dodali po 100 
µL substrata (4,2 µM raztopina PyrPG veziklov) in takoj za tem začeli z merjenjem 
fluorescence. 
 
3.2.3.3 Določanje molekulskih mas rekombinantnih proteinov 
 
Molekulske mase rekombinantnih proteinov smo določili na masnem spektrometru Q-TOF 
Premier (Waters-Micromass, Manchester, VB) z analizo vzorcev, ki so vsebovali 5 µg 
očiščenega proteina. Za ionizacijo smo uporabili metodo z elektrorazprševanjem 
(electrospray) (ESI-MS). Analizo je izvedel dr. Dušan Žigon z odseka Znanosti o okolju 
Instituta »Jožef Stefan«. 
 
3.2.3.4 Določanje aminokislinskega zaporedja na N-koncu 
 
Aminokislinsko zaporedje na N-koncu rekombinantnih proteinov smo določili z metodo 
Edmanove degradacije (Edman in Begg, 1967). Uporabili smo avtomatski aminokislinski 
sekvenator 475A (Applied Biosystems, ZDA). S tem smo poleg ustreznosti 
aminokislinskega zaporedja na N-koncu preverili tudi odstranitev Met na N-koncu. 
Analizo je izvedla dr. Adrijana Leonardi z Odseka za molekularne in biomedicinske 
znanosti Instituta »Jožef Stefan«. 
 
3.2.3.5 Afinitetno označevanje CaM z 125I-AtxC 
 
Radioaktivno označen AtxC (125I‐AtxC) je pripravil dr. Jernej Šribar z radiojodiranjem po 
modificirani metodi s kloraminom T, kot so jo opisali Križaj in sodelavci (1994). K 40 μl 
25 nM CaM v pufru 75 mM Hepes, pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 0,3 % (v/v) 
Triton X-100 smo najprej dodali 10 µL vzorca rekombinantnega proteina in nato 12,5 μl 
125
I‐AtxC v končni koncentraciji 10 nM. Kontrolni vzorci so vsebovali 200‐kratni molarni 
presežek rekombinantnega proteina nad označenim AtxC. Vzorce smo inkubirali 30 min 
pri ST, dodali 2,5 μL raztopine povezovalca disukcinimidil suberata (DSS) v DMSO v 
končni koncentraciji 100 μM in 5 min intenzivno mešali. Delovanje DSS smo prekinili z 
dodatkom 21,7 μL 4‐kratnega redukcijskega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE. Po NaDS‐
PAGE analizi na 12,5 % PA gelu smo gel fiksirali v raztopini 30 % (v/v) EtOH in 10 % 
(v/v) AcOH, ga posušili in nekaj dni avtoradiografirali na film Medical X-ray Blue/MXBE 
(Carestream, ZDA) v kaseti z dvema ojačevalnima zaslonoma (Hypercassette, Amersham 
Life Science, VB) pri ‐80 °C. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 MESTNO-SPECIFIČNA MUTAGENEZA 
 
Z namenom pripraviti dvojnega mutanta AtxA(D49S/N79C) smo v zapis za AtxA(D49S), 
vstavljen v plazmid pJP4.1 (poglavje 3.1.6), uvedli zamenjavo Arg v Cys na mestu 79 
(številčenje po Renetsederju in sod., 1985). 
Mestno-specifično mutagenezo (poglavje 3.2.1.3) smo izvedli s pomočjo kompleta 
QuikChange II Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, ZDA) in začetnih oligonukleotidov 
N79C(+) ter N79C(-) (Slika 6). S spremenjenimi plazmidi smo transformirali kompetentne 
celice XL1-Blue (Stratagene, ZDA), namnožili kolonije, izolirali pDNA iz nekaj kolonij 
(poglavje 3.2.1.2) ter preverili uspešnost mutageneze z določitvijo nukleotidnega 
zaporedja. Zaporedje za AtxA(D49S/N79C) je, z izjemo odstranjenega zapisa za fuzijski 
peptid in želenih mutacij D49S ter N79C, ustrezalo referenčnemu zapisu mRNA X53471.1 
v bazi NCBI (Slika 7). 
 
 
 
 
Slika 6. Načrtovanje začetnih oligonukleotidov za mutagenezo AtxA(D49S) na mestu 79.  Prikazan je del 
nukleotidnega zaporedja kodirajoče verige zapisa za AtxA(D49S) in odgovarjajoče aminokislinsko 
zaporedje, kot tudi nukleotidno zaporedje mutagenega začetnega oligonukleotida N79C(+). Z odebeljenimi 
črkami sta označena kodona na mestu 79. 
  
AtxA(D49S): 5' - … CAC CGG GAG AAC GGG GCT ATC … - 3' 
       H   R   E   N79  G   A  I   
N79C(+):    5' - … CAC CGG GAG TGC GGG GCT ATC … - 3' 
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 5' taatacgactcactatagggagaccacaacggtttccctctagaaataattttgtttaactttaag 
  promotor T7/oligonukleotid T7 
 
aaggagatatacat ATG AGC TTG CTC GAA TTC GGG ATG ATG ATC CTG GGG GAG 
    rbs                 M-1  S1  L2   L   E   F   G   M   M   I   L   G   E 
 
ACG GGG AAA AAC CCT CTT ACC TCC TAC TCC TTT TAC GGA TGC TAC TGC GGC 
 T   G   K   N   P   L   T   S   Y   S   F   Y   G   C   Y   C   G 
 
GTG GGG GGC AAA GGC ACG CCA AAG GAC GCC ACC GAC CGC TGC TGC TTC GTG  
 V   G   G   K   G   T   P   K   D   A   T   D   R   C   C   F   V 
 
CAT AGC TGC TGT TAC GGG AAT CTG CCT GAC TGC AGC CCC AAA ACG GAC AGA  
 H   S48   C   C   Y   G   N   L   P   D   C   S   P   K   T   D   R 
 
TAC AAA TAC CAC CGG GAG TGC GGG GCT ATC GTC TGT GGA AAA GGC ACC TCG  
 Y   K   Y   H   R   E   C70  G   A   I   V   C   G   K   G   T   S 
 
TGC GAG AAT CGG ATT TGT GAG TGT GAC AGG GCC GCG GCA ATC TGC TTC CGA  
 C   E   N   R   I   C   E   C   D   R   A   A   A   I   C   F   R 
 
AAG AAT CTG AAG ACA TAC AAC TAT ATA TAT AGG AAT TAC CCG GAC TTT TTG  
 K   N   L   K   T   Y   N   Y   I   Y   R   N   Y   P   D   F   L 
 
TGC AAG AAG GAG TCA GAG AAA TGC TAA aagcttatcgatgataagctgtcaaacatgag  
 C   K   K   E   S   E   K   C   * 
 
aattaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtct 3' 
      oligonukleotid T7-40 
 
Slika 7. Nukleotidno in aminokislinsko zaporedje AtxA(D49S/N79C) v vektorju pJP4.1. Podčrtani sta 
vezavni mesti za začetna oligonukleotida T7 in T7-40, z oznako rbs je označeno mesto za vezavo mRNA na 
ribosom, z zvezdico (*) pa stop kodon. Z odebeljenimi črkami sta označena kodona in aminokislini, ki sta 
spremenjeni glede na AtxA(dt). Na sliki smo izjemoma uporabili številčenje aminokislinskih ostankov glede 
na zaporedno mesto v molekuli AtxA. Tukaj označeni mesti 48 in 70 ustrezata mestoma 49 in 79 pri 
številčenju po Renetsederju in sod. (1985), ki smo ga izključno uporabljali v preostanku tega dela.  
 
4.2 IZRAŽANJE REKOMBINANTNIH PROTEINOV IN IZOLACIJA INKLUZIJSKIH 
TELESC 
 
Izražanje treh rekombinantnih proteinov, AtxA(dt), AtxA(D49S) in AtxA(D49S/N79C), 
smo najprej preizkusili v majhnem obsegu (3 mL). Ob koncu izražanja, t. j. ko je OD600 
postal konstanten, smo celične lizate analizirali z NaDS-PAGE. Pri vseh vzorcih smo 
opazili liso velikosti 14 kDa, kar ustreza velikosti AtxA, torej je izražanje vseh treh 
rekombinantnih proteinov uspešna (rezultati niso prikazani). 
Nadaljevali smo z izražanjem v velikem obsegu za vsak rekombinantni protein posebej. Ko 
se je OD600 stabiliziral, smo bakterijsko kulturo centrifugirali in usedlino shranili na -80 
°C. Povprečna vrednost končnega OD600 je znašala približno 10. Mokra masa bakterijskih 
celic je znašala za AtxA(dt) 18,3 g (10,5 g/L bakterijske kulture), za AtxA(D49S) 21,6 g 
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(12,3 g/L bakterijske kulture) in za AtxA(D49S/N79C) 21 g (11 g/L bakterijske kulture). 
Uspešnost izražanja smo preverili z NaDS-PAGE analizo vzorcev, ki smo jih odvzeli pred 
centrifugiranjem bakterijske kulture (Slika 8). Delež rekombinantnih proteinov v 
bakterijskih lizatih je znašal približno 10 % (m/m) glede na bakterijske proteine. 
 
        
Slika 8. Analiza bakterijskih lizatov z NaDS-PAGE po izražanju rekombinantnih proteinov v velikem 
obsegu.  Po transformaciji kompetentnih celic E. coli seva BL21(DE3) z vektorji pJP4.1 z zapisi za AtxA(dt), 
AtxA(D49S) in AtxA(D49S/N79C) smo z avtoindukcijo izvedli izražanje rekombinantnih proteinov. Ob 
koncu izražanja smo vzorce celičnih lizatov analizirali z NaDS-PAGE. Po končani elektroforezi smo proteine 
barvali s koloidnim srebrom. 1 – AtxA(dt), 2 – AtxA(D49S), 3 – AtxA(D49S/N79C). S puščico je označen 
položaj lis, ki ustrezajo izraženim rekombinantnim proteinom. 
 
Iz usedlin bakterijskih celic smo izolirali inkluzijska telesca (poglavje 3.2.2.3). Pri vsakem 
koraku izolacije, ki je vključeval centrifugiranje, smo od supernatantov odvzeli alikvote in 
jih analizirali z NaDS-PAGE (Slika 9). Izolirana inkluzijska telesca smo raztopili v 6 M 
Gdn-HCl ter s pomočjo Na2SO3 in reagenta NTSB pripravili S-sulfonirane rekombinantne 
proteine. 
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A                      B              
                          
C 
 
Slika 9. NaDS-PAGE po izolaciji inkluzijskih telesc rekombinantnih proteinov AtxA(dt) (A), AtxA(D49S) 
(B) in AtxA(D49S/N79C) (C).  Iz usedlin bakterijskih celic smo izolirali inkluzijska telesca in pri vsakem 
koraku odvzeli alikvote supernatantov ter jih analizirali z NaDS-PAGE. Po končani elektroforezi smo 
proteine barvali z barvilom Coomassie Brilliant Blue R-250. A: 1, 2, 3 – supernatanti pri spiranju razbitih 
celic, 4 – bakterijski lizat, 5 – suspenzija inkluzijskih telesc. B, C: 1, 2, 3, 4 – supernatanti pri spiranju 
razbitih celic, 5 – supernatant po obarjanju proteina, 6 – S-sulfoniran protein. S puščicami so označeni 
položaji lis, ki ustrezajo izraženim rekombinantnim proteinom. 
 
 
4.3 RENATURACIJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
 
Z namenom optimizacije postopka renaturacije smo najprej v majhnem obsegu preizkusili 
tri različne postopke renaturacije S-sulfoniranega rekombinantnega proteina AtxA(dt). 
Postopki so se med seboj razlikovali v sestavi renaturacijskega pufra, končni redčitvi, 
trajanju renaturacije ter temperaturi (Preglednica 5). Po končani renaturaciji v majhnem 
obsegu smo vzorcem renaturacijskih mešanic s pirensko metodo (poglavje 3.2.3.2) izmerili 
fosfolipazno aktivnost ter jih analizirali z RP-HPLC in NaDS-PAGE.  
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Najvišjo fosfolipazno aktivnost je imel vzorec rekombinantnega AtxA, renaturiranega po 
postopku, prirejenem po Snitko in sod. (1997). Vzorca rekombinantnih AtxA, renaturiranih 
po ostalih dveh postopkih, t. j. postopku po Valentinu in sod. (2000) ter renaturaciji s CaM 
(Oberčkal, 2015), sta imela značilno nižjo fosfolipazno aktivnost (Slika 10). 
 
0 5 0 1 0 0
0
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
č a s  m e r je n j a  [s ]

F
  
[F
R
U
]
n a t iv n i A tx A
A tx A  V
A tx A  S
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Slika 10. Primerjava fosfolipazne aktivnosti rekombinantnih AtxA(dt), renaturiranih po treh različnih 
postopkih. Meritve fosfolipazne aktivnosti smo izvedli z 2 µL vzorcev renaturacijskih mešanic, za pozitivno 
kontrolo pa smo uporabili nativni AtxA v končni koncentraciji 1 nM. Prikazana je razlika (ΔF = Fv – F0) med 
fluorescenco vzorcev (Fv) in fluorescenco negativne kontrole (F0) v odvnisnosti od časa. AtxA V – postopek 
renaturacije, prirejen po Valentinu in sod. (2000), AtxA S – postopek renaturacije, prirejen po Snitku in sod. 
(1997), AtxA C – postopek renaturacije s CaM (Oberčkal, 2015).  
 
Vzorce renaturacijskih mešanic AtxA(dt) smo z RP-HPLC po prej opisanem postopku 
(poglavje 3.2.2.8) analizirali na koloni C4 (Slika 11). V primeru renaturacije po postopku, 
prirejenem po Valentinu in sod. (2000), so se proteini eluirali v dveh večjih vrhovih. Vrh A 
se je eluiral z retencijskim časom 11,8 min oz. 37,6 % (v/v) topila B, vrh B pa z 
retencijskim časom 13,0 min oz. 40 % (v/v) topila B. V primeru renaturacije po postopku, 
prirejenem po Snitku in sod. (1997), so se proteini prav tako eluirali v dveh večjih vrhovih 
A in B, ki pa sta bila po obliki značilno bolj ostra in bolje ločena kot v primeru renaturacije 
po Valentinu. V primeru renaturacije v prisotnosti CaM (Oberčkal, 2015) so se proteini 
eluirali v dveh večjih vrhovih A in C. Vrh C se je eluiral z retencijskim časom 16,5 min oz. 
pri 47 % (v/v) topila B. Analiza eluiranih frakcij z NaDS-PAGE je pokazala, da se je v 
vrhovih A in B eluiral protein velikosti 14 kDa, kar ustreza velikosti AtxA, v vrhu C pa se 
je eluiral protein velikosti 16 kDa, kar ustreza velikosti CaM (Slika 12). Frakcijam smo s 
pirensko metodo izmerili fosfolipazno aktivnost. Encimsko aktivne so bile le frakcije, ki so 
se eluirale v vrhovih A (rezultati niso prikazani). 
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Slika 11. RP-HPLC analiza renaturacijskih mešanic AtxA(dt) po renaturaciji v majhnem obsegu. Na kolono 
C4 smo nanesli po 1 mL posamezne renaturacijske mešanice in frakcije eluirali po prej opisanem postopku 
(Preglednica 6). Prikazani so trije kromatogrami: VAL – renaturacija po postopku, prirejenem po Valentinu 
in sod. (2000), SNIT – renaturacija po postopku, prirejenem po Snitku in sod. (2000), CaM – renaturacija v 
prisotnosti CaM (Oberčkal, 2015). Prikazan je tudi gradient sestave topila v odvisnosti od časa. S črko A so 
označeni trije vrhovi, eluirani z retencijskim časom 11,8 min oz. pri 37,6 % topila B, s črko B dva vrhova, 
eluirana z retencijskim časom 13,0 min oz. pri 40 % topila B, s črko C vrh, eluiran z retencijskim časom 16,5 
min oz. pri 47 % topila B in s črko D manjši vrhovi, eluirani z retencijskimi časi 13-15 min. 
 
 
Slika 12. NaDS-PAGE frakcij po RP-HPLC analizi renaturacijskih mešanic AtxA(dt) po renaturaciji v 
majhnem obsegu. Zbranim frakcijam smo odparili topilo in posušene vzorce raztopili v dH2O. Na PA gele 
smo nanesli po 1 µL vzorcev in po elektroforezi proteine barvali s koloidnim srebrom. 1 – vrh A (Valentin in 
sod., 2000), 2 – prevoj med vrhoma A in B (Valentin in sod., 2000), 3 – vrh B (Valentin in sod., 2000), 4 – 
vrh A (Snitko in sod., 1997), 5 – prevoj med vrhoma A in B (Snitko in sod., 1997), 6 – vrh B (Snitko in sod., 
1997), 7 – vrh A (renaturacija s CaM), 8, 9, 10 – manjši vrhovi, označeni s črko D (renaturacija s CaM), 11 – 
vrh C (renaturacija s CaM), 12 – nativni AtxA, 13 – rekombinantni CaM. S puščicami so označeni položaji 
lis, ki ustrezajo izraženim rekombinantnim proteinom. 
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Pri renaturaciji v majhnem obsegu se je postopek, prirejen po Snitku in sod. (1997), izkazal 
za najustreznejšega, saj smo z njim pridobili največ aktivnega rekombinantnega AtxA(dt). 
Zato smo renaturacijo vseh treh rekombinantnih proteinov v velikem obsegu izvedli po tem 
postopku.  
 
4.4 ČIŠČENJE REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
 
Renaturacijsko mešanico AtxA(dt) smo z ultrafiltracijo skoncentrirali 10-krat, t. j. do 
volumna 50 mL. Pri tem smo renaturacijski pufer zamenjali s pufrom brez Gdn-HCl in L-
cisteina. Enako smo poizkusili z ostalima rekombinantnima proteinoma AtxA(D49S) in 
AtxA(D49S/N79C), vendar se je v obeh primerih ob zamenjavi pufra večina proteina 
oborila. Zato smo renaturacijo mutantov ponovili še enkrat in nadaljevali brez 
ultrafiltracije. 
Nadaljevali smo s čiščenjem rekombinantnih proteinov z RP-HPLC na koloni C3. Pri 
čiščenju mutantov smo na kolono nanesli 20-krat po 1 mL renaturacijske mešanice, pri 
čiščenju AtxA(dt) pa 2-krat po 1 mL. Frakcije smo eluirali po prej opisanem postopku 
(Preglednica 7). Pri čiščenju AtxA(D49S) se je protein eluiral v dveh večjih vrhovih (Slika 
13A). Vrh A se je eluiral pri retencijskem času 37,0 min oz. 49,0 % (v/v) topila B, vrh B pa 
pri retencijskem času 39,5 min oz. 51,5 % (v/v) topila B. Pri čiščenju AtxA(D49S/N79C) 
se je protein prav tako eluiral v dveh večjih vrhovih pri istih retencijskih časih (Slika 14A). 
Tudi pri čiščenju AtxA(dt) se je protein eluiral v dveh večjih vrhovih (Slika 15A), v vrhu 
A pri retencijskem času 37,6 min oz. 49,6 % (v/v) topila B in v vrhu B pri retencijskem 
času 40,2 min oz. 52,2 % (v/v) topila B. NaDS-PAGE analiza eluiranih frakcij je pokazala, 
da so se v obeh vrhovih eluirali proteini velikosti 14 kDa, kar ustreza velikosti AtxA (slike 
13B, 14B in 15B).  
Analiza eluiranih frakcij s kolone C3 z NaDS-PAGE (slike 13B, 14B in 15B) je pokazala 
tudi, da rekombinantni proteini vsebujejo še nekaj nečistoč, zato smo v nadaljnjem koraku 
čiščenja uporabili RP-HPLC kolono C18. Na kolono smo nanesli frakcije, eluirane v A 
vrhovih pri čiščenju na koloni C3 (slike 13A, 14A in 15A). Proteine smo eluirali po prej 
opisanem postopku (Preglednica 8). Vsak od rekombinantnih proteinov se je eluiral v 
enem vrhu (Slika 16A). Za AtxA(D49S) je bil ta vrh pri retencijskem času 40,2 min oz. 
34,5 % (v/v) topila B, za AtxA(D49S/N79C) pri retencijskem času 40,0 min oz. 34,5 % 
(v/v) topila B in za AtxA(dt) pri retencijskem času 42,4 min oz. 34,8 % (v/v) topila B. Z 
NaDS-PAGE analizo eluiranih frakcij smo potrdili čistost rekombinantnih proteinov (Slika 
16B). 
Izplen celotnega postopka priprave rekombinantnih proteinov smo ocenili za AtxA(dt) na 
~2,5 mg/L bakterijske kulture, za AtxA(D49S) ~3,5 mg/L bakterijske kulture in za 
AtxA(D49S/N79C) ~1,7 mg/L bakterijske kulture. 
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Slika 13. Čiščenje rekombinantnega proteina AtxA(D49S). (A) Renaturiran rekombinantni protein smo po 
prej opisanem postopku (Preglednica 7) očistili na RP-HPLC koloni C3. Elucijo proteinov s kolone smo 
spremljali z merjenjem absorbcije mobilne faze pri 215 nm (A215). Prikazana je sestava mobilne faze v 
odvisnosti od časa, t. j. vsebnost topila B (0,1 % (v/v) TFA, 90 % (v/v) acetonitril) v topilu A (0,1 % (v/v) 
TFA) v odvisnosti od časa. (B) Eluirane frakcije smo analizirali z NaDS-PAGE. 1 – vrh A, 2 – manjši vrh C, 
3 – vrh B. S puščico je označen položaj lis, ki ustrezajo izraženemu rekombinantnemu proteinu. 
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Slika 14. Čiščenje rekombinantnega proteina AtxA(D49S/N79C). (A) Renaturiran rekombinantni protein 
smo po prej opisanem postopku (Preglednica 7) očistili na RP-HPLC koloni C3. Elucijo proteinov s kolone 
smo spremljali z merjenjem absorbcije mobilne faze pri 215 nm (A215). Označena je sestava mobilne faze v 
odvisnosti od časa, t. j. vsebnost topila B (0,1 % (v/v) TFA, 90 % (v/v) acetonitril) v topilu A (0,1 % (v/v) 
TFA) v odvisnosti od časa. (B) Eluirane frakcije smo analizirali z NaDS-PAGE. 1 – vrh A, 2 – manjši vrh C, 
3 – vrh B S puščico je označen položaj lis, ki ustrezajo izraženemu rekombinantnemu proteinu. 
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Slika 15. Čiščenje rekombinantnega proteina AtxA(dt). (A) Renaturiran rekombinantni protein smo po prej 
opisanem postopku (Preglednica 7) očistili na RP-HPLC koloni C3. Elucijo proteinov s kolone smo 
spremljali z merjenjem absorbcije mobilne faze pri 215 nm (A215). Prikazana je sestava mobilne faze v 
odvisnosti od časa, t. j. vsebnost topila B (0,1 % (v/v) TFA, 90 % (v/v) acetonitril) v topilu A (0,1 % (v/v) 
TFA) v odvisnosti od časa. (B) Eluirane frakcije smo analizirali z NaDS-PAGE. 1 – vrh A, 2 – vrh B. S 
puščico je označen položaj lis, ki ustrezajo izraženemu rekombinantnemu proteinu. 
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Slika 16. Čiščenje rekombinantnih proteinov z RP-HPLC na koloni C18. (A) Proteine, ki so se pri čiščenju 
na koloni C3 eluirali v vrhu A, smo po prej opisanem postopku (Preglednica 8) dodatno očistili še na koloni 
C18. Prikazani so trije kromatogrami: AtxA(D49S), AtxA(D49S/N79C) in AtxA(dt). Elucijo proteinov s 
kolone smo spremljali z merjenjem absorbcije mobilne faze pri 215 nm (A215). Prikazana je sestava mobilne 
faze v odvisnosti od časa, t. j. vsebnost topila B (0,1 % (v/v) TFA, 90 % (v/v) acetonitril) v topilu A (0,1 % 
(v/v) TFA) v odvisnosti od časa. (B) Zbranim frakcijam smo odparili topilo in posušene vzorce raztopili v 
dH2O do koncentracije proteinov 1 µg/µL. Na PA gel smo nanesli po 1 µL vzorcev in po elektroforezi 
proteine barvali s koloidnim srebrom. 1 –AtxA(D49S/N79C), 2 – AtxA(D49S), 3 –AtxA(dt). S puščico je 
označen položaj lis, ki ustrezajo izraženemu rekombinantnemu proteinu.   
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4.5 KARAKTERIZACIJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
 
4.5.1 Encimska aktivnost rekombinantnih proteinov 
 
Očiščenim rekombinantnim proteinom smo s pirensko metodo izmerili fosfolipazno 
aktivnost (poglavje 3.2.3.2). Rekombinantni protein AtxA(dt) je bil encimsko aktiven, 
mutanta AtxA(D49S) in AtxA(D49S/N79C) pa ne (Slika 17). 
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Slika 17. Fosfolipazna aktivnost očiščenih rekombinantnih proteinov. Očiščenim rekombinantnim proteinom 
smo s pirensko metodo preverili fosfolipazno aktivnost. Prikazana je razlika (ΔF = Fv – F0) med fluorescenco 
vzorcev (Fv) in fluorescenco negativne kontrole (F0) v odvisnosti od časa. 
 
4.5.2 Določanje aminokislinskega zaporedja rekombinantnih proteinov na N-koncu 
 
Z analizo aminokislinskega zaporedja na N-koncu smo potrdili, da se aminokislinska 
zaporedja vseh treh rekombinantnih proteinov začnejo z ostanki Ser-Leu-Leu ter da ni v 
primeru nobenega od rekombinantnih proteinov prisotne metioninske (Met
-1
) oblike. 
 
4.5.3 Določanje molekulskih mas rekombinantnih proteinov 
 
Z masno spektrometrijo smo natančno izmerili molekulske mase rekombinantnih 
proteinov. Molekulska masa AtxA(dt) se je popolnoma ujemala z izračunano molekulsko 
maso (13.744 Da), molekulska masa AtxA(D49S) je znašala 13.746 Da in je, v okviru 
eksperimentalne napake, prav tako ustrezala teoretski vrednosti (13.747). Molekulska masa 
AtxA(D49S/N79C) pa je znašala 13.854 Da, kar je za 118 Da več od izračunane 
molekulske mase. Razlika med eksperimentalno in teoretično maso natančno ustreza masi 
Cys, zato sklepamo, da je prišlo do nastanka disulfidne vezi med Cys iz renaturacijske 
zmesi in prostim Cys79 v molekuli AtxA(D49S/N79C). 
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4.5.4 Izpodrivanje 125I-AtxC na CaM z rekombinantnimi AtxA 
 
Pravilno zvitje rekombinantnih proteinov smo po prej opisanem postopku (poglavje 
3.2.3.5) preverili z vezavo na Atx-vezavni protein CaM (Slika 18). Za vsak rekombinantni 
protein smo preverili po dva vzorca frakcije, ki se je eluirala v edinem vrhu pri čiščenju na 
RP-HPLC koloni C18 (Slika 16A). V prisotnosti visokega prebitka bodisi AtxA(dt), 
AtxA(D49S) ali AtxA(D49S/N79C), kompleksa 
125
I-AtxC–CaM pri 30 kDa nismo opazili, 
kar pomeni, da so bili vsi rekombinantni produkti sposobni izpodrivati 
125
I-AtxC iz 
kompleksa s CaM, kar dodatno kaže na njihovo pravilno zvitje. 
 
Slika 18. Izpodrivanje 
125
I-AtxC iz kompleksa s CaM z rekombinantnimi AtxA. Po prej opisanem postopku 
(poglavje 3.2.3.5) smo pripravili reakcijsko mešanico CaM, 125I-AtxC in 200-kratnega prebitka ustreznega 
rekombinantnega proteina nad 
125
I-AtxC. V testnem vzorcu (1) smo inkubirali le 
125
I-AtxC in CaM, v 
pozitivni kontroli pa smo mešanici 125I-AtxC in CaM dodali tudi 200-kratni prebitek nativnega AtxC nad 125I-
AtxC (2). Po inkubaciji smo komplekse kovalentno povezali z DSS, jih ločili z NaDS-PAGE, gel posušili in 
avtoradiografirali nekaj dni. 1 – testni vzorec, 2 – pozitivna kontrola, 3, 4 – prebitek AtxA(dt), 5, 6 – prebitek 
AtxA(D49S), 7, 8 – prebitek AtxA(D49S/N79C). S puščico je označen položaj lise, ki ustreza aduktu 125I-
AtxC in CaM.  
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5 RAZPRAVA 
 
Molekulski mehanizem β-nevrotoksičnosti AtxA kljub mnogim študijam še ni povsem 
jasen. Znano je, da je mitohondrij ena od glavnih tarč AtxA, saj se po vstopu v celico Atx 
kolokalizira s tem organelom (Jenko Pražnikar, 2008), prav tako pa se kolokalizira s 
CCOX (Dolinar, 2013). Ostaja pa nejasno, na kakšen način je v ta proces vpletena 
encimska aktivnost toksina in ali je le-ta potrebna tudi za vstop AtxA v mitohondrij ter 
poškodovanje tega organela. Za preučevanje teh vprašanj smo pripravili dvojnega mutanta 
AtxA, ki je encimsko neaktivna in ima dodatni Cys, ki ni vezan v disulfidni mostiček ter 
omogoča označevanje proteina z nanodelci zlata za ultrastrukturne študije s pomočjo 
elektronskega mikroskopa. Primerjava lokalizacije encimsko aktivne in encimsko 
neaktivne oblike toksina bo predvidoma postregla z odgovorom o pomenu encimske 
aktivnosti AtxA za vstop molekule iz izvenceličnega prostora v mitohondrij ter pri 
degeneraciji tega organela. 
Najenostavnejši način priprave encimsko neaktivnega AtxA je mestno-specifična 
mutageneza aminokislinskih ostankov, ki sestavljajo njegovo aktivno mesto, to sta ostanka 
H48 in D49. Poskusi pridobivanja pravilno zvitega mutanta AtxA(H48Q) so bili do sedaj 
neuspešni (Petan, 2003; Dolinar, 2013), najverjetneje zaradi vloge tega aminokislinskega 
ostanka pri pravilnem zvijanju proteina, medtem ko je bil mutant AtxA(D49S) že uspešno 
pridobljen (Oberčkal, 2015). Uvedba dodatnega Cys v molekulo AtxA za označevanje z 
nanodelci zlata pa je bila že uspešna z mutacijo Asn na položaju 79 (Štrekelj, 2004). Na 
temelju tega smo se odločili pripraviti dvojnega mutanta AtxA, mutacija D49S naj bi 
izničila encimsko aktivnost AtxA, mutacija N79C pa naj bi dala možnost označitve 
molekule z nanodelcem zlata za ultrastrukturne študije s transmisijsko elektronsko 
mikroskopijo. 
Ustaljeni postopek priprave rekombinantnih sPLA2 vključuje izražanje proteina s prisotnim 
fuzijskim peptidom, ki se ga kasneje znebimo z in vitro cepitvijo s tripsinom (Petan, 2003). 
Ker je bila doslej priprava mutanta AtxA(D49S) po tem postopku težavna (Oberčkal, 
2015), smo se odločili za neposredno izražanje zrele oblike rekombinantnega proteina, za 
kar smo uporabili ekspresijski plazmid pJP4.1 (Oberčkal, 2015) z odstranjenim fuzijskim 
peptidom. Izražanje rekombinantnih proteinov smo izvedli z metodo avtoindukcije, pri 
kateri bakterije rastejo, dokler ne porabijo primarnega vira ogljika, v tem primeru glukoze, 
potem pa začnejo izražati rekombinanten protein. Koncentracija glukoze v mediju 
posredno vpliva na izražanje lac operona - pri visoki koncentraciji glukoze je njegovo 
izražanje nizko (Hogema in sod., 1998). Bakterije za rast porabljajo glukozo in ko njena 
koncentracija pade, spremenijo metabolizem ter začnejo porabljati druge vire ogljika, ki so 
prisotni v avtoindukcijskem mediju, v našem primeru glicerol in laktozo. Vnos teh dveh 
molekul v citosol se poveča, višja koncentracija laktoze v citosolu pa inducira izražanje lac 
operona, kar potem sprosti izražanje rekombinantnega proteina. Ta metoda indukcije 
izražanja proteinov je počasnejša kot indukcija z IPTG, zato pa z njo dosežemo višje 
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koncentracije bakterijskih celic, kar omogoča večje izkoristke pridobivanja 
rekombinantnih proteinov (Studier, 2005). Tudi v našem primeru sta bili končni OD600 in 
mokra masa usedline/L bakterijske kulture v povprečju nekajkrat višji, kot ju navajajo za 
bakterijsko izražanje Atx po indukciji z IPTG (Petan, 2003; Jenko Pražnikar, 2008).  
Ekspresijski vektor pJP4.1 ne vsebuje zapisa za signalni peptid, ki bi usmeril sintetiziran 
protein v periplazmo bakterijskih celic, zato se rekombinantni AtxA kopičijo v citoplazmi. 
Ker v citoplazmi vladajo reduktivni pogoji, pride do nepravilne tvorbe intra- in 
intermolekularnih disulfidnih vezi. Izraženi proteini se zato nepravilno zvijejo in odlagajo 
v obliki netopnih agregatov, inkluzijskih telesc (Kelley in sod., 1992; Lathrop in sod., 
1992). Inkluzijska telesca iz usedline bakterijskih celic smo izolirali in jih raztopili v 
močnem denaturantu (6 M Gdn-HCl). Denaturirane proteine smo S-sulfonirali z Na2SO3 in 
reagentom NTSB, s čimer smo zaščitili proste -SH skupine ter tako preprečili nastanek 
intra- in intermolekularnih disulfidnih vezi.  
Renaturacijo smo najprej izvedli v majhnem obsegu samo z rekombinantnim AtxA, ker 
smo pravilno zvijanje lahko spremljali z merjenjem encimske aktivnosti. Primerjali smo tri 
različne postopke: postopek za pripravo sPLA2 skupine IIF (Valentin in sod., 2000), 
postopek, ki so ga uporabili Snitko in sod. (1997), ter postopek, ki ga je razvila dr. Lidija 
Kovačič s sodelavci in vključuje CaM (Oberčkal, 2015). Postopki so se razlikovali v 
sestavi renaturacijskega pufra, končni razredčitvi renaturacijske raztopine, trajanju 
renaturacije ter temperaturi. Rezultati analize renaturacijskih mešanic z merjenjem 
fosfolipazne aktivnosti so pokazali, da je imel najvišjo fosfolipazno aktivnost vzorec 
renaturacijske mešanice, pripravljene po Snitku in sod. (1997) (Slika 10), kar pomeni, da 
se je pri tem postopku pravilno zvila največja količina rekombinantnega proteina. V skladu 
s tem rezultatom je izgledala tudi analiza z RP-HPLC na koloni C4, saj se je v primeru 
renaturacije po Snitku in sod. (1997) rekombinantni protein eluiral v zelo ostrem in dobro 
ločenem vrhu (Slika 11), kar nakazuje, da je bila v raztopini prisotna samo ena oblika 
proteina, in sicer glede na encimsko aktivnost pravilno zvita. V primeru renaturacije po 
Valentinu in sod. (2000) je bil proteinski vrh pri RP-HPLC analizi pri enakem retencijskem 
času kot v prvem primeru nekoliko razvlečen in slabše ločen (Slika 11). To nakazuje 
prisotnost več različic AtxA, tudi nepravilno zvitih. Pri renaturaciji AtxA v prisotnosti 
CaM smo sicer dobili oster vrh (Slika 11) pri ustreznem retencijskem času, vendar je bil ta 
nekajkrat nižji kot po renaturaciji AtxA s postopkom, prirejenem po Snitku in sod. (1997). 
Na osnovi teh rezultatov smo zaključili, da je postopek, prirejen po Snitku in sod. (1997) 
najustreznejši za renaturacijo rekombinantnega AtxA, zato smo renaturacijo vseh treh 
rekombinantnih proteinov v velikem obsegu izvedli po tem postopku. 
Po čiščenju rekombinantnih proteinov na RP-HPLC koloni C3 smo z NaDS-PAGE analizo 
eluiranih frakcij ugotovili, da je v vzorcih poleg rekombinantnih proteinov prisotnih še 
nekaj proteinov velikosti 10-14 kDa (slike 13A, 14A in 15A). To so najverjetneje 
fragmenti rekombinantnih proteinov, nastalih z delovanjem bakterijskih proteaz na 
rekombinantne proteine v procesu izražanja. Rekombinantne proteine smo zato dodatno 
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očistili na RP-HPLC koloni C18 ob uporabi zelo položnega gradienta elucijskega topila. 
Tako smo uspeli odstraniti še zadnje nečistoče in pridobiti rekombinantne proteine v 
popolnoma homogeni obliki (Slika 16B). 
Doslej se je pri pripravi rekombinantnih AtxA z neposrednim izražanjem pojavljala težava 
z večjo ali manjšo prisotnostjo tudi metioninske oblike proteina, pri kateri se Met na mestu 
-1 ne odcepi z bakterijsko aminopeptidazo. Metioninsko obliko AtxA je zelo težko ločiti 
od pravilno procesirane, zrele oblike proteina (Oberčkal, 2015), ki ima Ser na N-koncu. 
Težava je v tem, da prisotnost Met na N-koncu AtxA ne omogoča polne encimske 
aktivnosti sPLA2 (Jemel, 2011), motena pa je tudi vezava na določene receptorje, npr. 
sPLA2-receptor tipa M. Pomembna kvaliteta našega postopka je torej v tem, da z njim 
lahko pridobmo rekombinantne oblike AtxA, brez sledov metioninskih oblik. 
Molekulski masi AtxA(dt) in AtxA(D49S) sta se ujemali z izračunanima molekulskima 
masama, medtem ko je bila molekulska masa AtxA(D49S/N79C) za 118 Da večja od 
teoretične molekulske mase. Razlika je ravno enaka masi Cys, ki je vezan na protein z 
disulfidno vezjo. To najverjetneje pomeni, da se je na uvedeni aminokislinski ostanek 
Cys79 v molekuli AtxA(D49S/N79C), z disulfidno vezjo vezal Cys iz renaturacijske 
zmesi, ki pa ga je mogoče in vitro odstraniti s primernimi redukcijskimi pogoji. 
Meritve encimske aktivnosti očiščenih rekombinantnih proteinov so potrdile naše 
pričakovanje (hipoteza 1), da bosta pridobljena mutanta AtxA(D49S) in 
AtxA(D49S/N79C) encimsko neaktivnia rekombinantni AtxA(dt) pa aktiven (Slika 18). S 
sposobnostjo inhibicije afinitetnega označevanja CaM z 125I-AtxC (Slika 19) smo želeli 
dodatno preveriti pravilno zvitje vseh treh rekombinantnih proteinov. Rekombinantno 
pridobljena oblika AtxA lahko izpodrine 
125
I-AtxC iz specifičnega kompleksa s CaM le, če 
je pravilno zvita oziroma se nahaja v biološko aktivni konformaciji. Tako AtxA(dt), kot 
oba mutanta, AtxA(D49S) in AtxA(D49S/N79C), so v visokem prebitku preprečili 
nastanek kovalentnega kompleksa med 
125
I-AtxC in CaM, kar se je odrazilo v odsotnosti  
radioaktivnosti gela po NaDS-PAGE na področju molekulske mase okoli 30 kDa (vsota 
mas 
125
I-AtxC in CaM). Tako smo dodatno potrdili pravilno zvitje vseh treh 
rekombinantnih proteinov, hkrati pa tudi potrdili naše pričakovanje (hipotezo 2), da 
mutaciji D49S in N79C v AtxA ne bosta bistveno vplivali na interakcijo AtxA s CaM. 
V magistrskem delu smo uspešno pripravili encimsko neaktivna mutanta AtxA(D49S) ter 
AtxA(D49S/N79C), ki bosta omogočila nadaljnje preučevanje pomena fosfolipazne 
aktivnosti za toksični učinek toksina na mitohondrije in njegov vnos v ta celični organel. 
Mutant AtxA(D49S/N79C) bo tudi osnova za pripravo derivata, na katerem bo pritrjen 
nanodelec zlata, ki ga bo mogoče uporabiti pri ultrastrukturni lokalizaciji toksina v 
mitohondriju, pa tudi pri študiju potovanja in razmeščanja tega toksina v živčni celici po 
zastrupitvi. Nedavno so pokazali možnost vpletenosti človeške endogene sPLA2-IIA v 
nastanek nevrodegenerativnih bolezni, kot je Alzheimerjeva bolezen. Aktivnost tega 
encima se namreč poveča pri bolnikih Alzheimerjevo boleznijo (Yagami in sod., 2014). 
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Ker je endogena sPLA2-IIA strukturno in funkcijsko podobna AtxA, našli so jo pa tudi v 
mitohondriju (Ferrini in sod., 2010), bi boljše razumevanje molekulskega mehanizma 
delovanja tega toksina utegnilo dati nov vpogled v patofiziologijo omenjenih bolezni. 
Postopek pridobivanja rekombinantih AtxA smo optimizirali pri izražanju in renaturaciji 
proteina. To predvsem velja za doslej težavno pridobivanje mutanta AtxA(D49S), kjer 
smo, za razliko od dosedanjega postopka, uspeli pridobiti popolnoma čist protein, brez 
sledov metioninske oblike. Ob tem smo uspeli pribižno 5-krat povečati tudi donos in 
ekonomičnost postopka. 
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6 SKLEPI 
 
 Rekombinantne proteine AtxA(dt), AtxA(D49S) in AtxA(D49S/N79C) smo 
pridobili z neposrednim izražanjem v bakteriji E. coli v obliki inkluzijskih telesc. 
Tako smo uspeli pridobiti rekombinantne oblike AtxA, brez metioninske oblike. 
 
 Kot optimalen postopek za renaturacijo omenjenih rekombinantnih AtxA se je 
izkazal postopek, prirejen po Snitku in sod. (1997). S pomočjo RP-HPLC smo 
pripravili popolnoma homogene oblike rekombinantnih AtxA(dt), AtxA(D49S) in 
AtxA(D49S/N79C). 
 
 Vse tri rekombinantne AtxA smo zvili v popolnoma funkcionalno obliko.  
 
 Mutacija D49S je odpravila izražanje encimske aktivnosti AtxA. 
 
 Mutaciji D49S in N79C nista bistveno vplivali na interakcijo AtxA z AtxA-
vezavnim proteinom CaM. 
 
  
Ivanušec A. Priprava mutant amoditoksina A za ultrastrukturno lokalizacijo v mitohondriju. 
   Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
45 
 
7 POVZETEK 
 
Amoditoksin A (AtxA) je sekretorna fosfolipaza A2 iz modrasovega strupa, ki ima močan 
presinaptično nevrotoksični ali β-nevrotoksični učinek. Delovanje AtxA na molekulskem 
nivoju še ni v celoti pojasnjeno. Učinki tega toksina, med drugimi, vključujejo tudi 
nabrekanje nevronskih mitohondrijev in porušenje njihove notranje strukture. Ob tem 
ostaja nejasno, na kakšen način je v molekulski mehanizem nevrotoksičnosti AtxA 
vpletena encimska aktivnost toksina in ali je le-ta potrebna za njegov vstop v mitohondrij.  
V magistrskem delu smo s pomočjo mestno-specifične mutageneze, izražanja v E. coli in 
in vitro renaturacije pripravili rekombinantne proteine AtxA(dt), AtxA(D49S) in 
AtxA(D49S/N79C), jih temeljito okarakterizirali in potrdili, da imajo pravilno molekulsko 
maso in aminokislinsko zaporedje na N-koncu ter, da so pravilno zviti. Izmerili smo jim 
tudi encimsko aktivnost in, v skladu s predvidevanji, ugotovili, da mutanta AtxA(D49S) in 
AtxA(D49S/N79C) nista bila encimsko aktivna, AtxA(dt) pa je imel fosfolipazno 
aktivnost. Prav tako smo potrdili predvidevanje, da izvedeni mutaciji ne bosta bistveno 
vplivali na interakcijo rekombinantnih proteinov z Atx-vezavnim proteinom 
kalmodulinom. 
Tako smo uspešno pripravili novi molekularno-biološki orodji za preučevanje vloge 
encimske aktivnosti AtxA v molekulskem mehanizmu nevrotoksičnosti in s tem podali 
osnovo za nadaljnje delo. Mutant AtxA(D49S/N79C) bo omogočil pripravo derivata, 
označenega z nanodelcem zlata, ki ga bo možno uporabiti za ultrastrukturno lokalizacijo 
toksina v mitohondriju in študij vnosa toksina v celico iz zunajceličnega prostora. Postopek 
pridobivanja rekombinantnih AtxA smo optimizirali, tako pri stopnji izražanja kot pri 
uspešnosti renaturacije proteina, s čimer smo povečali izkoristek in ekonomičnost postopka 
glede na dosedanje postopke.  
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